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INTRODUCCION
A medida que el campo de la Genêtica Molecular se 
ha ido desarrollando, ha ido ganando en importancia el papel 
que los mécanismes de intercambio de material genêtico entre 
los seres vivos juega en todos los procesos vitales.
Los organismes procariôticos han permitido un acer- 
camiento al complejo problema de la transmisiôn de la informa­
ciôn genêtica. En efecto, los microorganismos constituyen un 
sistema relativamente simple, dentro de su cada dia mas éviden­
te complejidad, que facilita la aproximaciôn experimental a fe- 
nômenos que, en otras condiciones, hubieran retrasado notable- 
mente el avance de esta rama de la Ciencia.
Une de estes mécanismes, la transformaciôn bacteriana, 
constituye la forma mâs directa de abordar la problemâtica de 
la transmisiôn de informaciôn genêtica, puesto que se ocupa de 
estudiar la interacciôn entre molêculas de âcido desoxirribo- 
nucleico (DNA) purificadas y microorganismos receptores. Los 
mécanismes implicados en taies interacciones son le suficiente- 
mente desconocidos como para que atrajeran nuestra atenciôn, 
dado que plantean los interrogantes de cômo y por gué el DNA 
transformante es incorporado por las cêlulas de un cultivo bac­
teriano. En esta direcciôn hemos enfocado nuestra labor experi-
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mental. Previamente, parece necesario realizar una revisiôn 
bibliogrâfica que permita conocer el estado actual de los co- 
nocimientos en el campo de la transformaciôn bacteriana.
P A R T E
B I B L I O G R A F I C A
I. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE 
LA TRANSFORMACION BACTERIANA.
La transformaciôn bacteriana, como ya es sabido, 
es un proceso biolôgico en el cual se produce la transferen- 
cia de una molêcula de âcido deoxirribonucleico (DNA) exôge- 
no^  présente en el medicy a una cêlula receptora. Dicho mate­
rial genêtico, despuês de penetrar en la cêlula huêsped, es 
incorporado en el genoma receptor produciêndose finalmente 
la expresiôn fenotipica de la informaciôn genêtica transferi- 
da (BRAUN, 1965; ERICKSON, 1970).
El proceso de transformaciôn fuê detectado por pri­
mera vez en 1928 por el bacteriôlogo inglês FRED GRIFFITH en 
la bacteria Diplococcus (Streptococcus) pneumoniae,agente pro- 
ductor de la neumonia. Dicho autor observô que pneumococos de 
una estirpe virulenta, muertos por calentamiento, al ser inyec- 
tados en un ratôn, junto con una cepa no virulenta de pneumo- 
cocosvproducia la muerte del roedor. Ademâs, gran cantidad de 
bacterias virulentas vivas podian ser aisladas de los cuerpos 
de los ratones. Este fenômeno no era producido por una "vuelta 
a la vida" de las bacterias muertas por calentamiento. GRIFFITH 
mostrô que alguna sustancia de las bacterias muertas habia 
"transformado" a las cêlulas no virulentas convirtiéndolas en 
virulentas.
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Hasta 1944 no se descubriô la naturaleza del material 
transferido. AVERY, MacLEOD y McCARTY , identificaron la sus­
tancia transformante como DNA. Ya se sabia entonces que el DNA 
era el principal componente de los cromosomas de las cêlulas 
de organismes superiores.
AVERY y sus colegas utilizaron la transformaciôn 
como una têcnica con la cual investigar el papel del DNA en 
la herencia. Por ejemplo, se puede extraer el DNA de cêlulas 
rotas a partir de una estirpe mutante de pneumococos, que pue­
de sobrevivir y multiplicarse en presencia de estreptomicina 
y entonces anadir el DNA a un cultivo de una estirpe que es 
sensible al antibiôtico. A veces^ nada sucede. Sin embargo, 
otras veces un trozo de una molêcula gigante de DNA pénétra 
en el interior de una cêlula de una estirpe sensible a la 
estreptomicina. Dicho DNA llega a ser una parte integral del 
cromosoma de la cêlula receptora. Si el segmente incluye la 
secuencia de unidades de DNA que codifica la propiedad de re- 
sistencia a estreptomicina, la cêlula recipiente es capaz de 
sobrevivir y multiplicarse en presencia de dicho antibiôtico. 
Lo mâs importante de este fenômeno es que la resistencia al 
antibiôtico llega a ser permanente, una propiedad hereditaria 
de las cêlulas que puede pasar a su descendencia. Mediante es­
te proceso, pueden introducirse diverses propiedades heredita- 
rias en cultives bacterianos. Por lo tanto, la transformaciôn 
es una herramienta ûtil para introducir cambios en el material 
hereditario de una cêlula bacteriana viva.
Parece probable que la bacteria pueda practicar esta 
clase de ingenieria genêtica por si misma.
5.
Si se cultivan juntas dos estirpes de pneumococos 
que difieren en un nûmero de propiedades, las bacterias sufren 
un intercambio espontâneo bilateral de genes. Las cêlulas de 
una estirpe son transformadas por DNA liberado al medio por 
la otra estirpe. No se sabe si este DNA es excretado por cêlu­
las vivas o si procédé de los cromosomas bacterianos liberados 
despuês de la muerte celular.
El proceso transformante ha sido estudiado en numero- 
sas especies, pero sôlo en un pequeho grupo ha dado resultado 
positivo. Entre ellos, merece destacarse Bacillus subtilis 
(VENEMA y cols. 1965) , S . pneumoniae (FOX y ALLEN, 1964) , Hae­
mophilus influenzae (KOOISTRA y VENEMA, 1967; NOTANI y GOODGAL, 
1966) , Streptococcus (PAKULA y cols, 1962) , Staphilococcus 
(SJOSTROM y cols., 1972). Ademâs de las bacterias Gram-positivas 
es posible encontrar procesos de transformaciôn en bacterias 
Qram-negativas como en Escherichia coli (OISHI y COSLOY, 1972) 
pero, en muchos casos, es necesario someter los cultivos a con­
diciones drâsticas para que las cêlulas puedan incorporar el 
DNA. En el Cuadro I se indican algunos de los microorganismos 
en los que se ha conseguido la transformaciôn.
Para que la transformaciôn ocurra es necesario que 
las cêlulas bacterianas se encuentren en un estado fisiolôgico 
especial denominado estado de competencia (McCARTY y cols.,1946).
Las bases de la transformaciôn y de la competencia 
han sido extensamente revisadas (ERICKSON, 197 0; HOTCHKISS y 
GABOR, 1970; NOTANI y SETLOW, 1974; SPISIZEN y cols. 1966;
TOMASZ, 1969, 1973 b) .
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En esta introducciôn bibliogrâfica se describirân 
las caracteristicas del proceso de transformaciôn en algunos 
de los distintos sistemas antes citados,si bien centraremos 
el estudio en el sistema de transformaciôn de B . subtilis, 
el cual hemos empleado para nuestras experiencias.
II. EL ESTADO DE COMPETENCIA
Para poder estudiar los procesos implicados en la 
transformaciôn bacteriana es necesario hacer una revisiôn 
sobre la fisiologia de las cêlulas receptoras y su capacidad 
para desarrollar el estado de competencia en los distintos 
sistemas bacterianos.
A.- DEFINICION DE LA COMPETENCIA
El têrmino competencia es bastante ambiguo ya que, 
en los primeros estudios realizados sobre dicho tema, era 
empleado refiriëndose a la capacidad de las cêlulas receptoras 
para ser genêticamente transformadas (TOMASZ, 196 6 ; PERRY y 
SLADE, 1966) , suponiendo que el nûmero de transformantes era 
proporcional a la cantidad de DNA incorporado por las cêlulas 
receptoras (ZAMENHOF, 1957; GOODGAL y HERRIOT, 1957; SCHAEFFER, 
1958). Posteriormente, se descubrieron mutantes (rec ) que in- 
corporaban DNA exôgeno aunque eran incapaces de integrar dicho 
DNA en su genoma,debido a que tenian bloqueado el proceso de 
recombinaciôn (FOLSOME, 1968; GERMAINE y ANDERSON, 1966) .
Este hecho sirviô para considerar que la competencia 
es un estado fisiolôgico, independiente de la transformaciôn, 
que posee la totalidad o una parte de la poblaciôn bacteriana, 
y que capacita a las cêlulas para incorporar material genêtico 
exôgeno présente en el medio (TOMASZ, 1969; POSTEL y GOODGAL, 
1972) .
9.
B.- DESARROLLO DE LA COMPETENCIA
Una de las caracteristicas fundamentales del estado 
de competencia es el hecho de que este estado es transitorio 
durante el ciclo de desarrollo de los cultivos bacterianos.
El desarrollo de la competencia en el sistema de
B. subtilis estâ restringido a una pequeha fracciôn del total 
de la poblaciôn celular, ya que en el mâximo de competencia 
(alcanzado al final de la fase de crecimiento exponencial) so- 
lamente del 10-20% de las cêlulas son compétentes (VERMEULEN 
y VENEMA, 1971).
Se ha dicho, incluso, que la competencia en el sis­
tema de B. subtilis es un estado patolôgico (TOMASZ, comunica- 
ciôn personal) ya que en otros sistemas la mayor parte de la 
poblaciôn es compétente. Asi,en el sistema de S. pneumoniae el 
90% de las cêlulas de la poblaciôn son compétentes.
Asimismo, basândose en el hecho de que las cêlulas 
compétentes son mâs sensibles a los rayos ultravioletas que 
las no compétentes, se ha podido comprobar que, en el sistema 
de H. influenzae, solamente el4% de las cêlulas son incapaces 
de alcanzar la competencia. En la mayor parte de los sistemas 
transformantes mâs comunes, el estado de competencia parece ser 
una etapa por la que pasan los cultivos celulares dentro de su 
ciclo de desarrollo.
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Sin embargo, en la mayoria de las bacterias G ram-nega- 
tivas, la mayor complejidid de su pared dificulta el desarrollo 
de la competencia. De este modo, en el sistema de E. coli, para 
que las cêlulas sean capace.' de incorporar DNA exôgeno es nece­
sario someter a la superficie, celular a un tratamiento artifi­
cial con el fin de aumentar su permeabilidad. Entre los proce- 
dimientos empleados destaca la formaciôn de esferoplastos con 
lisozima y etilén-diaminotetraacutato (EDTA) (GUTHRIE y SINSHEI- 
MER, 1960) que facilita la uniôn de DNA procédante de bacteriô- 
fagos. Tambiên se ha empleado la infecciôn previa con fago X 
para lograr la transformaciôn (KAISER y HOGNESS, 1960), No obs­
tante, el procedimiento que ha resultido ser mâs efectivo ha si­
do el someter a los cultivos a un tratamiento con calcio, reali- 
zado en dos fases: en la primera, el cultivo se incuba con CaCl 2  
a 0° C y despuês, en una segunda etapa, se prosigue la incuba- 
ciôn a 37° C en presencia del DNA donador (COSLOY y OISHI,1973) 
No se conoce el mecanismo por el cuc.l el CaCl2 facilita la incor­
poraciôn del DNA, si bien se han sugerido varias posibilidades 
(OISHI e IRBE, 1977);
a) Podria ser que el CaCl2 neutr \lizara la carga negativa
de la superficie celular haciendo acce >ible el DNA a la membrana 
celular.
2+
b) El Ca podria producir una desnc turalizaciôn de protei­
nas de la membrana, ya que dicho catiôn, & concentraciones ele- 
vadas, actua como agente desnaturalizante c\e algunas proteinas.
c) Finalmente el Ca podria activar aAgun enzima que mo­
dif ique la estructura de la membrana haciêndila permeable al DNA
La competencia puede ser considerada como un fenômeno 
de todo o nada respecte a una determinada cêlula de la poblaciôn 
bacteriana, ya que una cêlula es no compétente (carece de capa­
cidad para incorporar DNA), o es compétente con capacidad para
1 1 .
incorporar DNA (VERMEULEN y VENEMA, 1971). Aunque la transiciôn 
de no compétente a compétente es muy drâstica, es necesario 
que una cêlula sufra una serie de cambios celulares antes de 
alcanzar su estado compétente. DOOLEY y cols. (1971) estudiaron 
detalladamente este proceso en el sistema de B. subtilis,compro- 
bando que las cêlulas cultivadas en un régimen que conduce a la 
competencia pasan por un estado llamado precompetente que dura 
aproximadamente 1,5 horas antes de que lleguen a ser transforma­
bles .
Durante este estado las cêlulas se apartan de su nor­
mal crecimiento vegetativo, no conociéndose cuâles son los me- 
canismos que lo regulan.
Dentro del estado precompetente cabe distinguir cinco
estadios;
a) En la primera etapa que tiene lugar para desarrollarse 
la competencia, se produce una disminuciên de la sintesis de 
DNA y de la relaciên sintesis RNA/proteinas. Estes cambios es- 
tân, probablemente, causados por una disminuciên en la tasa de 
crecimiento, o bien pueden ser un reflejo de dicha disminuciên. 
Las cêlulas no compétentes que han entrado en esta etapa pueden 
ser denominadas, "precompetentes" y continuan dividiendose duran­
te 3 6  4 generaciones mâs.
b) La segunda fase se denomina precompetencia irreversible. 
Ocurre cuando los cambios fisiolêgicos asociados con el estado 
precompetente han llegado a un punto en el que es imposible que 
las cêlulas vuelvan al crecimiento normal. Esta fase es défini-
1 2 .
da como el periodo en el que no se puede evitar la apariciôn 
de la competencia por diluciôn en medio fresco, como ocurria 
en la fase anterior.
c) Las cêlulas precompetentes adquieren una menor densidad 
de flotaciôn, lo que es probablemente una expresiôn de cambios
macromoleculares. La menor densidad es un prerrequisito para la 
competencia, pero es insuficiente en si misma. Basado en esta 
propiedad de las cêlulas compétentes, es posible separarlas del 
resto de la poblaciôn empleando la centrifugaciôn en gradientes 
de densidad.
d) Seguidamente hay una râpida conversiôn de cêlulas pre­
competentes en compétentes pudiendo ser transformadas y pose- 
yendo todas las propiedades del estado compétente.
e) La fase final puede ser definida como la etapa de desa- 
pariciôn de la competencia. La duraciôn précisa del estado de 
competencia depende del criterio y medio empleado para su de­
sarrollo.
C.- FISIOLOGiA DE LA COMPETENCIA
La apariciôn de la competencia lleva consigo una al- 
teraciôn de las propiedades fisiolôgicas de las bacterias, di- 
firiendo de un sistema bacteriano a otro.
En los sistemas de transformaciôn de H. influenzae 
y B . subtilis el desarrollo de la competencia va ligado a gran­
des cambios en la fisiologîa celular, produciêndose una laten- 
cia biosintêtica. Esto es lôgico, ya que en dichos sistemas la
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competencia aparece al final de la fase exponencial, o bien, 
cuando se cambia el cultivo de un medio rico a un medio pobre 
o por una disminuciôn del oxîgeno en el medio de cultivo (SPEN­
CER y HERRIOTT, 1965, ANAGNOSTOPOULOS y SPIZIZEN, 1961). En el 
sistema de S . pneumoniae, la competencia se alcanza durante un 
période particular del crecimiento exponencial, no mostrando 
propiedades fisiolôgicas especificas (TOMASZ, 1966, 1968). En 
otros sistemas, sin embargo, la competencia no estâ asociada 
con un estado particular del crecimiento, como por ejemplo en 
Neisseria (CATLIN, 1960) y en Micrococcus radiodurans (MOSELEY
y SETLOW, 1968) , o puede estar asociado con un estado de cre­
cimiento totalmente distinto, como en el sistema de Streptoco­
ccus sanguis, el cual exhibe un mâximo de competencia al prin­
ciple del crecimiento exponencial (PERRY y SLADE, 1963). Algu­
nas bacterias como la estirpe Wicky, de S. sanguis, sôlo puede 
llegar a ser compétente cuando se ahade material extracelular 
procédante de estirpes compétentes al medio de cultivo (PAKULA 
y cols. 1963). Todas estas observaciones muestran que la compe­
tencia es un estado complejo, y puede ser diferente en los di­
ferentes tipos de bacterias.
El desarrollo de la competencia y el valor mâximo de 
ésta dependen de la composiciôn del medio empleado, ya que exis- 
ten sustancias que son capaces de estimular o inhibir la compe­
tencia. En cuanto al contenido en sales del medio, se sabe que
es necesaria la presencia de cationes para que se produzca el 
proceso de transformaciôn. Los cationes divalentes que se requie- 
ren son: bario, calcio, estroncio o magnesio a una concentraciôn
de 5x10 ^M, mientras que la presencia de otros cationes mono o 
divalentes, no parecen afectar a este proceso (YOUNG y SPIZIZEN, 
1961). Por otra parte, BOTT y WILSON (1968) comprobaron que la
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presencia de hierro y manganèse en los medios de cultivo provo- 
caba una desapariciôn de la competencia en el sistema de 3. sub- 
tilis.
En los sistemas de S. pneumoniae, B. subtilis y H . in­
fluenzae la sintesis de proteinas, pero no la de DNA, es esen- 
cial para el desarrollo de la competencia, de modo que algunos 
de los inhibidores de la sintesis de RNA pueden suprimir la 
competencia, debido a que se impide la sintesis de proteinas.
Entre las sustancias inhibitorias de la competencia 
se encuentran ciertos aminoâcidos, los cuales difieren de unos 
sistemas a otros. Por ejemplo, la valina que inhibe la competen­
cia en H. influenzae, estimula en B. subtilis y S. pneumoniae, 
y la alanina y âcido glutâmico son inhibidores del desarrollo 
de la competencia en B. subtilis pero no en H. influenzae. De 
igual forma, la leucina y la isoleucina poseen efectos opuestos 
en el sistema de B. subtilis y de S. pneumoniae.
El distinto efecto de los aminoâcidos no sôlo se mani- 
fiesta al comparar un sistema de transformaciôn con otro, ya que 
algunos de ellos muestran un comportamiento diferencial dentro 
de un mismo sistema de transformaciôn. Asî, por ejemplo, en el 
sistema de B. subtilis, cuando los cultivos son puestos en com­
petencia en quimostato se han comprobado distintos efectos de 
algunos aminoâcidos para diferentes tiempos de duplicaciôn.
LOPEZ y cols. (1975) han observado que la arginina y la histi- 
dina son inhibidores de la competencia para un tiempo de dupli­
caciôn de 2,5 h mientras que provocan una estimulaciôn para 
tiempo de duplicaciôn de 6,5 h (Fig. 1). Efectos opuestos se 
han encontrado para el âcido glutâmico y la alanina. Ademâs, 
se ha comprobado, en estos mismos estudios, que los aminoâcidos
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que actuan como estimulantes en los cultives convencionales 
(BOTT y WILSON, 1968) actuan como inhibidores en cultive con­
tinue a tiempo de duplicaciôn de 2,5 h, mientras que su efec- 
to es estimulador cuando el tiempo de duplicaciôn es 6,5 h. 
También los aminoâcidos inhibidores de la competencia presentan 
un comportamiento similar, que résulta invertido con relaciôn 
a cultives ordinaries. Asî pues, estes resultados parecen indi- 
car que, en el sistema de B. subtilis, existen dos formas de 
alcanzar el estado de competencia.(PORTOLES y cols., 1977 a)
En cultives ordinaries de B. subtilis se ha comproba- 
do que algunos aminoâcidos constituyentes de la pared bacteriana, 
pero no todos, (YOUNG y cols., 1963) inhiben el desarrollo de 
la competencia. Este hecho sugiere que la competencia estâ aso- 
ciada con una inhibiciôn de la formaciôn normal de la pared. 
Concuerda con esta hipôtesis el hecho de que la composiciôn de 
la pared bacteriana estâ alterada en las células compétentes, 
ya que se ha comprobado que el contenido en galactosamina de 
la pared de las células compétentes, es notablemente mayor que 
el présente en las estirpes poco transformables (YOUNG, 1965) .
En el sistema de H. influenzae, hay numerosas eviden- 
cias que demuestran que la competencia se desarrolla cuando se 
ralentiza el crecimiento reduciendo la aireaciôn o colocando 
las células en un medio que no permita mucho crecimiento,si bien 
la sîntesis de proteinas se mantiene (SPENCER y HERRIOT, 1965) .
Se ha sugerido que la eliminaciôn de catabolitos que reprimen 
la sîntesis de proteina(s) puede ser responsable del desarrollo 
de la competencia (MILLER y HUANG, 1972). Apoya esta hipôtesis 
el hecho de que el adenosin-monofosfato ciclico, que élimina la 
represiôn de catabolitos (PASTAN y PERLMAN, 1970), induce una
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competencia parcial en cultives no compétentes de H. influenzae 
(WISE y cols., 1973).
En el sistema de S. pneumoniae,la colina, que es un 
constituyente normal de la pared, estimula el desarrollo de la 
competencia, pero la sustituciôn de este compuesto por etanola- 
mina (o N-metil etanolamina) la inhibe. El cambio de las células 
de un medio que contenga una de estas sustancias a un medio con- 
teniendo la otra causa una alteracién râpida en la competencia 
(TOMASZ y cols, 1971). Basado en estos resultados se ha postula- 
do que el DNA se une a la regién ecuatorial de la superficie 
celular que esté siendo sintetizada, lo que hace necesario que 
en dicha regién haya colina como componente de la pared (TOMASZ 
y cols.,1971).
Ademâs de las sustancias descritas hasta este momento 
existai otras que estimulan o inhiben la competencia en los dis- 
tintos sistemas. En el Cuadro II estân recogidas las mas impor­
tantes .
D.- FACTORES DE COMPETENCIA
Los primeros estudios sobre el control de desarrollo 
de la competencia fueron realizados en los sistemas de S . pneumo­
niae y S. sanguis. Los experimentos realizados por PAKULA y cols 
(1962) dieron las primeras evidencias de la existencia de un 
factor extracelular, producido por estirpes de S. sanguis del 
grupo H compétentes, capaz de inducir la competencia en células 
no compétentes de esta especie. Este factor ha sido purificado 
e identificado como un polipéptido bâsico sensible a la tripsina 
(LEONARD y COLE, 1972) de peso molecular 5000. En el sistema de
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S. pneumoniae ha sido aislado un factor de competencia similar 
al de S. sanguis denominado "activador" cuyo peso molecular es 
10.000 (TOMASZ y MOSSER, 1966). La capacidad de sintesis y res- 
puesta al factor esté genéticamente determinada, habiendose 
aislado mutantes que no pueden sintetizar el factor de competen­
cia (mutantes PC ) o no pueden responder a él (mutantes receptor- 
PC ). En el sistema de pneumococos se ha comprobado que el de­
sarrollo de la competencia esté relacionado cuantitativamente 
con la cantidad de factor de competencia detectable (TOMASZ y 
HOTCHKISS, 1964; TOMASZ, 1966). La adiciôn de pequenas cantida- 
des de un factor de competencia a un cultive no compétente en 
una fase temprana del desarrollo es suficiente para inducir una 
onda de competencia, durante la cual se sintetiza nuevo factor 
autocataliticamente. Dos cultives de pneumococo creciendo a dis- 
tinta densidad ôptica empiezan a desarrollar la competencia a 
distintos tiempos. Sin embargo, cuando se mezcLan dichos cultives 
el desarrollo de la competencia del cultive mâs diluido coincide 
con el del otro mâs dense (TOMASZ y HOTCHKISS, 1964). Por tanto, 
en este organisme, la competencia es râpidamente transferida 
de células compétentes a células no compétentes mediante el fac­
tor de competencia.
El factor de competencia de pneumococo se une a una 
proteina situada en la membrana de la cêlula denominada recep­
tor del activador, siendo esta ünién especifica de espeçie,Dicho 
receptor posee un peso molecular de 50.000, siendo resistente 
al tratamiento con tripsina, lisozima, RNasa y fosfolipasa C, 
pudiendo ser liberado por sonicacién o solubilizado por trata­
miento con detergentes (LOFEZ, 1975).
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El receptor del activador se une a este y provoca 
asî su inactivacién.
HORNE y cols. (1977) han detectado dos tipos de in- 
teracciones entre las moléculas del activador y las células de 
pneumococos. En primer lugar,el activador cosedimenta con pare- 
des celulares sufriendo una pêrdida minima de su actividad bio- 
lôgica. El activador puede unirse también a células enteras o a 
membranas plasmâticas sufriendo una inactivacién. El primer tipo 
de unién es insensible al precalentamiento, de las paredes celu­
lares, a 65-70° C durante 10 minutes y puede obtenerse usando 
paredes homôlogas o heterélogas. Sin embargo, el segundo tipo 
de uniôn es inhibido por precalentamiento de las células o de 
las preparaciones de membranas plasmâticas. El activador uni- 
do puede ser recuperado de las células o de las membranas en 
una forma biolégicamente activa mediante un precalentamiento.
Por otra parte, HORNE y cols. (1977) han aislado de la 
membrana plasmâtica de S . pneumoniae una proteina inhibidora 
del activador (AIP), que puede ser responsable del segundo tipo 
deuniôn del activador a las células. El AIP posee un peso mole­
cular de 6 8 .0 0 0 , pudiendo inactivar al activador con una concen- 
tracién muy baja (1,4 ng/ml). Esta proteina es sensible al calor 
y la inhibiciôn del activador por el AIP es parcialmente rever­
sible por calentamiento.
La uniôn del activador a la membrana plasmâtica de la 
célula parece ser un primer paso que inicia una cadena de hechos 
sucesivos. En primer lugar se sintetiza un déterminante antigé- 
nico (TOMASZ y BEISER, 1965) y se adquiere una capacidad de auto* 
aglutinaciôn bajo ciertas condiciones fisiolôgicas (TOMASZ y
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ZA NAT1, 1971). La sîntesis d e l ,déterminante antigénico puede 
ser bloqueada por inhibidores de la sîntesis de RNA y proteinas. 
Una vez sintetizado el déterminante antigénico, las células pue­
den incorporarOSIA exégeno por su zona ecuatorial (zona de creci­
miento) de la pared celular, pero este proceso s61o puede ocu- 
rrir si la colina esté presente en el âcido teicoico de la pa­
red bacteriana. En la figura 2 aparecen las etapas previamente 
descritas y que sôlo sufren las células que van a entrar en com­
petencia.
Por otra parte, SETO y TOMASZ (19 75 b) han comprobado 
que el activador de pneumococo induce la liberacién o transpor­
te de distintos componentes citoplâsmicos, a travês de la nlem- 
brana, entre ellas moléculas de autolisina y de ^-galactosidasa. 
Basândose en estos hechos y otras observaciones, TOMASZ ha pro- 
puesto un modelo de "desenmascaramiento" para explicar el fenô- 
meno de inducciôn de la competencia en pneumococo. Segûn este 
modelo, el activador causa indirectamente, por inducciôn de la 
autolisina, pérdida de la pared celular en la zona de crecimien­
to, haciendo accesible al DNA extracelular un sistema preexis- 
tente en la membrana celular capaz de incorporer DNA.
En el sistema de B. subtilis,AKRIGG y AYAD (1970) 
afirmaron haber aislado un factor (de naturaleza proteica) 
capaz de inducir la competencia a cultives celulares sometidos 
a choque osmôtico. Segûn estos autores (AKRIGG y cols, 19 69) 
dicho "factor inductor" producirîa una liberaciôn en el medio 
de la autolisina présente en la pared celular la cual degradarîa 
especîficamente los lugares de la superficie celular donde se 
encuentran situados los mesosomas, permitiendo que el DNA inter- 
accione con estas estructuras membranosas. Estas experiencias
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CF+Receptor
CF (Receptor)
inhibidores de 
Sintesis de RNA 
y proteinas
CF(Receptor)-Aglutinina
Gusencio de 
colina
CF(Receptor)~Aglutinina 
en la zona de crecimiento 
de la pared celular
Fig. 2.- Modelo de las etapas tempranas en la adquisiciôn del 
estado de competencia en S . pneumoniae (segûn LOPEZ, 
1975). (•) = factor de competencia (CF) o activador;
( D ) = receptor del CF; la regiôn rayada corresponde 
a la zona de crecimiento de la pared celular (regiôn 
ecuatorial).
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han sido muy discutidas debido a que son dificilmente reprodu- 
cibles (STREIPS y YOUNG, 1971).
Posteriormente PIERSON y cols. (1972) detectaron un 
factor presente en los sobrenadantes de cultivos compétentes, 
capaz de inducir la competencia a células que la habian perdi- 
do como consecuencia de un choque osmôtico. Dicho factor es 
sensible a enzimas proteollticos y a temperaturas elevadas.
Por otra parte JOENJE y cols. (1972) realizaron experiencias 
de estimulaciôn de células fisiolôgicamente poco compétentes, 
sustituyendo el medio en que se encontraban dichas células por 
sobrenadantes procédantes de cultivos compétentes. De esta ma- 
nera, los autores comprobaron que dichas células alcanzaban el 
mâximo de competencia antes qie los contrôles resuspendidos en 
medio fresco. Esta actividad estimulante de la competencia (CSA) 
no ha podido ser aislada hasta el momento, pero se sabe que po­
see un peso molecular pequeno, no es retenida por filtros de 
nitrocelulosa, es relativamente resistente al calor, a repeti- 
das congelaciones y descongelaciones y curiosamente resistente 
a tratamiento con tripsina y pronasa, lo que sugiere que dicha 
actividad es distinta a la previamente descrita por otros auto­
res .
Estudios posteriores realizados en nuestro laboratorio 
(ESPINOSA y cols, 1976) parecen indicar que el fenômeno de esti­
mulaciôn de la competencia es mâs complejo que el descrito por 
JOENJE y cols (1972). Al realizar experiencias de estimulaciôn 
de células fisiolôgicamente poco compétentes,se observan dos mâ- 
ximos^ de competencia, asî como dos mâximos en los niveles de 
CSA présentes en los sobrenadantes de dichas células después de 
210 minutes de cultivo. Estas fluctuaciones de CSA durante la
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estimulaciôn del desarrollo de la competencia indican que el 
CSA existente es inactivado o usado por las células para al­
canzar la competencia. Posteriormente, dicho CSA séria reacti- 
vado o resintetizado, pareciendo mâs probable una sîntesis, ya 
que las células en un proceso normal de desarrollo de la compe­
tencia son capaces de producir CSA. Parece ademâs que las fluc- 
tuaciones en los niveles de CSA estân relacionadas con las va- 
riaciones en los niveles de competencia.
(*)
Ha sido aislado un mutante divisional (Div. VI)*de 
B. subtilis no compétente, incapaz de sintetizar CSA, y de ser 
estimulado por esta sustancia, aunque es capaz de fijarla (GAR­
CIA, 1974).
Debido a la complejidad del proceso de estimulaciôn 
de la competencia se ha desarrollado un modelo matemâtico que 
permite conocer la cantidad de células estimuladas a la compe­
tencia, la pérdida de competencia celular y la cantidad de CSA 
producido y fijado por las células (ESPINOSA y cols, 1977). Es­
te modelo no incluye sin embargo el fenômeno del desarrollo nor­
mal del estado de competencia en B. subtilis.
E^- LA COMPETENCIA Y EL PROCESO DE ESPORULACION
En el sistema de B. subtilis se ha intentado relacio- 
nar la competencia con las primeras etapas de la formaciôn de 
esporas (YOUNG y SPIZIZEN, 1961) . Apoya esta hipôtesis èl hecho 
de que algunos mutantes déficientes en la esporulaciôn son poco 
transformables. Por otra parte, ambas deficiencias estân corre- 
lacionadas con una resistencia a la actinomicina D (EPHRATI-ELI- 
ZUR, 1965) .
( ) Mutantes Div.: mutantes incapaces de dividirse. Los mutantes 
V . VI se caracterizan por presentar una separaciôn^anormal 
células hijas, formando largos filamentos con septos 
diferenciados, pero no células aisiadas. (YOUNG y WILSON, 1972)
.Sin embargo se conocen mutantes asporôgenos que son 
transformables (SCHAEFFER y cols. 1965). Contra esta aparente cor 
tradicciôn, SCHAEFFER y cols (1965) han postulado que,como en 
el proceso de esporulaciôn existen varias etapas sucesivas, di­
chos mutantes podrfan tener bloqueadas las ûltimas fases de es­
te proceso las cuales no estarian relacionadas con la competen­
cia y por tanto no afectarian al desarrollo de êsta.
Por otra parte, SPIZIZEN y cols. (1966) observaron 
que el âcido -picolînico, que es un inhibidor de la esporula­
ciôn, inhibîa el desarrollo de la competencia. Dicho agente 
actua inhibiendo el ciclo de Krebs, siendo este ciclo necesa­
rio para que se produzca la sîntesis de esporas.
Este hecho llevô a BOTT y WILSON (1967) a sugerir 
que la inducciôn de la actividad del ciclo de Krebs se produ­
cirîa antes de que comenzara el desarrollo de la competencia.
No obstante, estos mismos autores (BOTT y WILSON, 1968) compro­
baron que, en sus condiciones expérimentales, el âcido o/,-pico­
lînico y el malonato sôdico (inhibidores del ciclo de Krebs) 
no tenian efecto sobre la competencia y por tanto postulaban 
que la competencia se producirîa por un bloqueo de una ruta 
metabôlica que normalmente conducirîa a la formaciôn de endos- 
poras.
Todos estos hechos previos planteaban una controver- 
sia acerca de si la competencia estarîa relacionada o no con 
una etapa temprana de esporulaciôn, en la cual ya habrîa comen- 
zado el ciclo de Krebs.
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En nuestro laboratorio se han realizado experiencias 
con el fin de dilucidar si el ciclo de Krebs y, consecuentemente 
la esporulaciôn, estân relacionados con el desarrollo de la com­
petencia. Como se ha dicho previamente, la arginina es un inhi­
bidor del desarrollo de la competencia en cultivos realizados 
en quimostato a un tiempo de duplicaciôn de 2,5 h (LOPEZ y 
cols., 1975). Posteriormente, PORTOLES y cols. (1977a)quisieron 
comprobar si dicho efecto era debido a una inhibiciôn del ciclo 
de los âcidos tricarboxîlicos, ya que se ha demostrado que la 
arginina es un inhibidor de la sîntesis de un enzima del ciclo 
de Krebs, la aconitasa, en cultivos de B. subtilis desarrollândo- 
se en un cultivo continuo, en un medio mînimo con gluccsa (HAN­
SON y OCX, 1967) .
Dicho efecto inhibitorio de la competencia era rever- 
tido especîficamente cuando se adicionaba manganeso (y no otros 
cationes divalentes) a cultivos contînuos tratados con arginina 
(LOPEZ y cols., 1978) debido, probablemente, a que la arginasa, 
necesaria para transformar la arginina en ornitina (en el ciclo 
de la urea), requiere manganeso para su acciôn. Asî, al adicionar 
este catiôn divalente al cultivo v la arginina comenzarîa a 
ser procesada y la represiôn del ciclo de Krebs desaparecerîa, 
restableciéndose consecuentemente la transformabilidad de los 
cultivos. Estos resultados indicarîan que para la adquisiciôn 
del estado de competencia en B. subtilis se requiere un ciclo 
de Krebs intacto.
Por otra parte, HANSON y COX (1967) sehalan que el di- 
clo de Krebs en el sistema de B. subtilis présenta dos fases: 
una _ primera que llega hasta els^-cetoglutarato, que es emplea-
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da por las bacterias para la biosîntesis del âcido glutâmico 
y una segunda fase implicada en la oxidaciôn del oc -cetoglu- 
tarato.
Otro hecho de interês es el observado por RAMOS y 
cols (1962) quienes sehalan que, en B . subtilis,el ciclo de 
Krebs parece ser la ûnica via implicada en la sintesis de 
glutamate, puesto que mutantes déficientes en la sîntesis de 
aconitasa requieren absolutamente glutamate. Ademâs, SPIZIZEN 
y cols. (1966) han sehalado que varies de estos mutantes que 
requieren glutamate no son compétentes. Estos resultados estân 
de acuerdo con SZULMAJSTER y HANSON (1965) quienes sehalan que 
los mutantes aconitasa", que sôlo pueden crecer en presencia 
de glutamate, no son transformables.
Con el fin de dilucidar a qué nivel estâ implicado 
el ciclo de Krebs en el desarrollo de la competencia, se rea­
lizaron trabajos en nuestro laboratorio empleando dos inhibi­
dores especîficos de enzimas del ciclo de Krebs, el -cetoglu- 
tarato (inhibidor de la aconitasa) y el malonato (inhibidor de 
la succînico deshidrogenasa) (LOPEZ, 1975). La adiciôn de 
o( -cetoglutarato a cultivos puestos en competencia en un qui­
mostato a tiempos de duplicaciôn de 2,5 h , no producîa una 
inhibiciôn de los niveles de competencia, sino que, por el con­
trario, se observaba una ligera estimulaciôn. Estos resultados 
podrîan indicar que la via del ciclo de Krebs implicada en la 
competencia era la segunda (paso de succinil CoA a oxalace-
tato). No obstante, cuando a dichos cultivos se adicionaba malo­
nato (siempre en presencia de o<-cetoglutarato en cantidades su- 
ficientes para inhibir la succînico deshidrogenasa), no se obser
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vaba ningûn efecto estimulante o inhibidor en los niveles de 
competencia alcanzados en el cultivo (Fig.3'A) (PORTOLES y 
cols . , 1977 a).
Por lo tanto, estos hechos han permitido concluir 
que el ciclo de Krebs no estâ relacionado con el desarrollo 
de la competencia (o por lo menos no directamente), ya que 
las células bacterianas emplearian dicho ciclo solamente co­
mo una via para sintetizar âcido glutâmico y el efecto inhi­
bitorio del malonato sobre la succînico deshidrogenasa no a- 
fectarîa a dicha sîntesis.(Fig. 3 B ) .
Asî, el desarrollo de la competencia no parece estar 
relacionado con la esporulaciôn en sus primeras etapas cuando 
comienza el ciclo de Krebs.
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Fig. 3A.- Efecto del c<-cetoglutarato y del malonato en el de­
sarrollo de la competencia de B. subtilis multipli- 
candose en un quimostato a un tiempo de duplicaciôn 
de 2,5 h . Después de la consecuciôn de un nivel 
constante de competencia, el <x-cetoglutarato (0,57 mM) 
se ahadiô continuamente al quimostato. 28 horas mâs 
tarde, se ahadiô malonato (10 mM) de modo continuo 
en presencia de o<-cetoglutarato. A diferentes tiempos, 
se tomaron muestras y se determinaron sus niveles de 
viabilidad (o) y de competencia por transfecciôn (®) 
(segûn PORTOLES y cols., 1977 a).
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III. CARACTERISTICAS DIFERENCIALES 
DE LAS CELULAS COMPETENTES
Una vez establecidos los factores implicados en el 
desarrollo de la competencia y la fisiologia de dicho estado, 
es necesario conocer las propiedades morfolôgicas, fisicoqui- 
micas y metabôlicas que diferencian a las células compétentes 
de las no compétentes en una poblacién bacteriana. Sin embargo, 
conviene tener muy presente que en cualquier sistema de trans- 
formacién la caracteristica primordial de las células compéten­
tes es la capacidad de incorporer DNA exégeno del medio.
A.- PROPIEDADES MORFOLOGICAS DE LAS CELULAS COMPETENTES
1. Tamaho celular
En el sistema de transformacién de B. subtilis se han 
podido establecer diferencias morfolégicas entre los dos tipos 
de células de la poblacién bacteriana (compétentes y no compé­
tentes) empleando técnicas de autorradiografîa. Estas técnicas
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consister!, esencialmente, en la exposiciôn de cultivos compé­
tentes a DNA transformante marcado con tritio durante un tiem­
po suficientemente largo como para permitir a todas las células 
compétentes la incorporacién del DNA del medio. Después, las • 
muestras se exponen a una emulsién fotogrâfica durante un pério­
de prolongado,considerândose que este tiempo es suficiente cuan­
do el numéro medio de granos de plata por célula es, al menos, 
de 3 (VERT4EULEN y VENEMA, 197 4 a) .
Asî, empleando esta têcnica diferencial se ha podido 
comprobar que las células compétentes de B. subtilis son lige- 
ramente mâs pequehas que las no compétentes (JAVOR y TOMASZ, 
1968; VERMEULEN y VENEMA, 1974 a).
2. Contenido en cuerpos nucleares
Respecte al nümero de nücleos présentes en las célu­
las compétentes, la mayorîa de los estudios han indicado que 
estas células son uninucleadas (BRESLER y cols., 1968; SINGH y 
PITALE, 1968). Sin embargo, anâlisis al microscopio éptico de 
poblaciones compétentes obtenidas por centrifugacién en gradien- 
tes lineales de sacarosa de cultivos de B. subtilis (SINGH y 
PITALE, 1968) no descartan la posibilidad de que células binu- 
cleadas puedan alcanzar el estado de competencia. Por otra par­
te, ERICKSON y COPELAND (1972) , después de someter a un cultivo 
compétente de B. subtilis a centrifugacién en gradientes de 
densidad, observaron que la fraccién enriquecida en células 
compétentes parecîa poseer principalmente células binucleadas.
EPSTEIN (1971), en un estudio realizado sobre el de­
sarrollo de la competencia empleando rayos X, sugiriô que la
33.
poblacién precompetente constaria de una mezcla de células uni­
nucleadas y binucleadas. Estas ûltimas llegarian a ser mononu- 
cleadas en un medio que permitiera el desarrollo de la competen­
cia. No obstante, los resultados obtenidos por VERMEULEN y VENE­
MA (1974 a) demuestran que el desarrollo de la competencia no 
requiere dicha conversién. Estos autores, empleando técnicas de 
autorradiografîa, comprobaron que solamente el 50% de las célu­
las compétentes son binucleadas. Ya que el 45% de dLcb,as células 
compétentes tienen un septo completp,en realidad taies células 
pueden ser consideradas como células mononucleadas que no se 
han separado todavia. Comparando esta distribucién de nûcleos 
en las células compétentes, con la obtenida en células no compé­
tentes, los mismos autores comprobaron que tal distribucién era 
estadisticamente similar. Por tanto, parece comprobado que la 
distribucién de cuerpos nucleares en células compétentes y no 
compétentes es semejante,siendo predominantemente uninucleadas 
ambos tipos de células. Estos resultados no apoyan la posibili­
dad de que el desarrollo de la competencia requiera la conver­
sién de células binucleadas a mononucleadas, como postulé EPS­
TEIN (1971).
3. Estructuras mesosomicas
Por otra parte^VERMEULEN y VENEMA (1974 b) han reali­
zado estudios para determinar si,en el sistema de B. subtilis, 
la fraccién mesosémica es similar en células compétentes y no 
compétentes.
Los mesosomas, en cultivos de B. subtilis fijados 
con tetraôxido de osmio, aparecen como estructuras intracito- 
plâsmicas formadas por capas membranosas o por vesîculas membra­
nosas .
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Anâlisis realizados por microscopîa electrônica de 
secciones seriadas revelan que los mesosomas estân conectados 
con la membrana plasmâtica, pudiendo distinguirse dos tipos di­
ferentes: a) mesosomas que aparecen dentro de los cuerpos nu­
cleares (mesosomas nucleares) y b) mesosomas situados fuera 
de los nücleos (mesosomas de la membrana plasmâtica).
Los mesosomas nucleares aparecen generalmente en la 
regién ecuatorial de la cêlula y rara vez en sus extremes, mien­
tras que el segundo tipo prédomina en los polos de las células. 
La distribucién de ambos tipos de mesosomas, excepte los meso­
somas nucleares en células con un septo de divisién, es similar 
en células compétentes y no compétentes.
Durante el desarrollo de la competencia el nümero de 
mesosomas nucleares se incrementa, coincidiendo el mâximo de 
competencia con el mâximo nümero de mesosomas. Realizando un 
anâlisis al microscopio electrénico de secciones seriadas, VER­
MEULEN y VENEMA (1974 b) han comprobado que dicho incremento es 
debido a un aumento en el nümero de células que poseen taies me­
sosomas, asî como a un aumento en la proporcién de mesosomas por 
célula. Por el contrario, el nümero de mesosomas unidos a la mem 
brana plasmâtica disminuye durante el desarrollo de la competen­
cia, no conociéndose hasta este momento si esta disminucién es 
debida a una conversién de este tipo de mesosomas al tipo nu­
clear.
B.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
1. Densidad de las células
Las células compétentes poseen menor densidad de flo-
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tacién que las células no compétentes. Este hecho ha permitido 
separar estos dos tipos de poblaciones celulares empleando tec- 
nicas de centrifugacién en gradientes de densidad.
Los primeros intentos realizados para separar la frac­
cién compétente de la no compétente en un cultivo de B. subtilis 
se deben a SINGH y PITALE,(1957). Estos autores sospechaban que 
las células compétentes eran mâs ligeras que las no compétentes, 
por lo que sometieron un cultivo compétente de B. subtilis a 
centrifugacién zonal en gradiente continuo de sacarosa observan- 
do dos bandas, de las cuales la superior era la que presentaba 
mayor cantidad de células capaces de incorporer DNA exégeno.
Al aho siguiente, CAHN y FOX (1968) postularon que 
la separacién obtenida por SINGH y PITALE podia ser debida a 
una diferencia en la densidad de flotacién de las células com­
pétentes respecte al resto de las células de la poblacién. De­
bido a este hecho pensaron realizar una separacién isopicnica 
de la poblacién. Para este tipo de separaciones suele emplearse 
gradientes de cloruro de cesio, pero este compuesto présenta 
el inconveniente de afectar la viabilidad celular. En busca de 
un producto inocub, los autores pensaron emplear gradientes de 
renografina que ya habian sido utilizados por TAMIR y GILVARG 
(1966), con buenos resultados, para separar células de B . mega- 
terium en distintas fase de esporulacién, de las células vege- 
tativas.
CAHN y FOX (1968), sometiendo una poblacién compétente 
a centrifugacién en gradiente lineal de renografina, obtuvieron 
un sedimento y una banda en la parte superior sin pérdida alguna
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en la viabilidad celular. Dicha banda contenîa una fraccién 
celular que presentaba una frecuencia de transformacién diez 
veces superior a la obtenida en la poblacién original sin frac- 
cionar, mientras que las células del sedimento poseian una fre­
cuencia de transformacién mil veces inferior a la original. De 
esta manera,demostraron que las células compétentes eran menos 
densas que las no compétentes.
Por otra parte HADDEN y NESTER (1968) lograron tam­
bién una separacién de la poblacién empleando gradientes de re­
nografina de très pasos conteniendo 50%, 30% y 1 2 ,5% del produc­
to. De este modo las células compétentes aparecian en una banda 
en la parte superior del gradiente (entre las capas de 12,5% y 
30% de renografina) y las no compétentes en una banda situada 
en la interfase entre las otras dos capas de renografina (de 
30% y 50%). Asimismo, los autores comprobaron que las células 
compétentes, cuando perdian el estado de competencia, después 
de varias horas, adquirian una densidad semejante a la de las 
células no compétentes.
Posteriormente,esta técnica se ha ido simplificando 
empleando centrifugacién en gradientes de renografina con dos 
capas y finalmente con una sola concentracién de renografina 
(ARCHER, comunicacién personal).
La técnica de separacién empleada por CAHN y FOX (1968) 
y por HADDEN y NESTER (1968) puede ser aplicada ùnicamente para 
pequehas concentraciones de células. Por ello,JOENJE y cols. 
(1975) han empleado un método consistente en mezclar una pobla­
cién concentrada de células con la renografina, lo que permite 
fraccionar grandes cantidades de cultivos celulares (mâs de 1 0  
litres).
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2. Composiciôn de la pared celular
Es obvio que la compleja estructura de la pared 
bacteriana es un obstâculo para la penetraciôn del DNA trans­
formante, lo que podrîa explicar la dificultad para obtener 
el desarrollo de la competencia en la mayorîa de las bacterias 
Gram-negativas, ya que la complejidad de su pared es mayor que 
la presentada por los organismos Gram-positivos.
Las células de B. subtilis, puestas en competencia 
mediante cultivos convencionales, presentan un aumento en la 
concentracién de N-acetilgalactosamina y alanina en su pared, 
mientras que las células no compétentes poseen mayor cantidad 
de glucosamina, âcido glutâmico y âcido diaminopimélico (YOUNG 
y cols. 1963 y 1964). Estudios realizados por nosotros sobre 
la composiciôn de la pared bacteriana en el sistema de trans­
formacién de B. subtilis en quimostato a tiempo de duplicaciôn 
de 2,5 h (LOPEZ y cols, 1978)^ han permitido comprobar que 
las paredes de las células compétentes de dichos cultivos con- 
tinuos contienen menor concentracién de âcido diaminopimélico 
y glucosamina cuando se compara con la concentracién de dichos 
aminoâcidos en las paredes de células compétentes obtenidas en 
cultivos ordinarios (Cuadro III). Este hecho parece indicar una 
distinta composiciôn del mucopéptido de la pared de células 
compétentes dependiente del tipo de cultivo empleado .
La importancia de la composiciôn de la pared en la 
competencia se pone de manifiesto también en el sistema de 
pneumococos. En estos microorganismos, es necesario que la 
colina esté présente en las paredes celulares para que se pro-
>1
0
0
tQ 0
0 •H
00 d P
c 0
<n •H C
rH -P •H
c
0 P• u 0
w
1—1w en
0 0 0
o >
•H
>•iH
>1-p +J
iH 1—1
Csl d P
H ü ü •
PH p:
O 0 0
PI TJ Td m
C w 0 CM
0 0
tn +j P» 0
Q) C C TJ
en 0 0
'—no nO P
0 0 vD
U) U U ■H
(U 0 0 ü
u u P 0
fO Çu a, ü
1—1 •H
d U) 0 rH
rH rd 0 a,
(ü p p p
ü -p p> no
w 0
(/) 0 0 0
Ü) 0 p: p no
T5 g g
0 m 0
P 0 •« 0 &
(d TJ CM rO g
Çh 0
U) 0 0 •H
Ui 0 no 0 4-1
cO •H •H
rH P d p 0
0 VD 0
0 -P •H 4-> 0
n3 •H u •H p
P (d P a
rd 0 u 0 •H
ü a •H >i-P
•H •H 1—10 c
g g a, g o
VH 0 ü
0 w fO 0
0 0 0
■p 0 ■P >
c c nd C •H
VD 0 0 4J
•iH a 0 Cî 1—1
u o A o 0
r4 eu g 0, uœ g (U g
o o -H o 0
ü -p u 'd
6
H
H
CQ
§
§
u
CQ
<
o
d
c
'H
■p
c
o
ü
o
>
•H
4-‘
rH
0
u
38
iH
- e 0 0 H ’ in r o
0 00 CM r o VD
0 r ~ 0 0 r o o
rH o O rH rH
0
g rH o o O O
\
p 1—1 rH CM rH 00
•H g O VD VD r o rH
nO \ in r o e n O
P 0 rH in CM e n O
0 0 O o rH VD rH
rH
0 O rH rH o o O
> g
•H
-P
— 1
0 •H 0
0 U PU 0 C
0 •H O ü 0 •H
-p g P O •H p g
p '0 •H U g ■H 0
0 44 g -H vd g 0
p P 0 1—1 P 0 o
0 iH •H XU P 0 44
A tn T) g g 0 U
g ü 0
o • « • p 1—1
u ü U U r—1 0
< C < Ü O
00 tH
o  m  e n
»X) CM
vo <n en
o  o  iH
LO
r o
CM
00
r o
CM CM
o  e o  
CM ro 
o  in
CM rH
H" 00
VD e n  
r o  CM
CM
rH  rH
CT\ CM T f
CM r o  0 0
rH  rH  < n
rH  rH  0 0
O O OrH
o o o o o o o o o o o
•H
•H •H
•H• H •H
•H
•H -H
39.
duzca la incorporaciôn del DNA exôgeno, hasta tal punto que la 
sustituciôn de colina por etanolamina dificulta el desarrollo 
de la competencia (TOMASZ Y cols., 1971).
Con el fin de comprobar si es necesaria la integridad 
estructural de la pared bacteriana para la transformabilidad de 
organismos G ram-positivos, se han llevado a cabo una serie de 
estudios encaminados a dilucidar este problema, mediante la eli­
minaciôn, parcial o total, de la pared celular.
Las primeras experiencias realizadas en el sistema 
de B. subtilis sobre este tema se deben a MILLER y LANDMAN (1963) 
Estos autores observaron que el tratamiento con lisozima de los 
complejos formados por las células compétentes y el DNA,reduce 
notablemente las frecuencias de transformaciôn. Esta disminuciôn 
parecîa ser debida a un decrecimiento de la capacidad celular 
para unir el DNA transformante segûn comprobaron posteriormente 
los mismos autores (MILLER y LANDMAN, 1965). Ademâs, estos auto­
res observaron que los protoplastos^ obtenidos por tratamiento 
con lisozima, no eran transformables. Experimentos de otros 
autores han contradicho estos resultados (YOUNG, 1967; BODMER 
y LAIRD, 1968), demostrando que células tratadas con lisozima 
eran capaces de retener el DNA asociado a ellas. El tratamien­
to con lisozima favorecerîa la transformabilidad (PROZOROV,19 65) 
y segûn HIROKAWA e IKEDA (1966) los protoplastos serran trans­
formables. TICHY y LANDMAN (1969) han sugerido una razôn para 
explicar esta aparente contradicciôn. Dichos autores han obser­
vado que una poblaciôn tratada con lisozima es heterogénea y con- 
tiene bacilos resistentes a lisozima, formas bacilares osmôtica- 
mente sensibles, "cuasiesferoplastos" (protoplastos con restos 
de pared) y protoplastos. Sus resultados muestran que todas las
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estructuras osmôticamente sensibles pueden unir DNA y que el 
tratamiento con lisozima estimula la reacciôn de uniôn, pero 
que el transporte a travês de la membrana requeriria la pre­
sencia, al menos parcial, de la pared celular. De este modo, 
cuasiesferoplastos expuestos a DNA transformante y sometidos 
a condiciones que permiten la sintesis de novo de la pared 
celular muestran mayor grado de transformabilidad que las cê- 
lulas normales. Por lo tanto, estos hechos indican que, para 
que el DNA transformante se incorpore, es necesario, al menos, 
la existencia de restos de pared bacteriana.
MILLER y cols. (1972) intentaron reproducir las ex­
periencias de HIROKAWA e IKEDA (1966) empleando sus mismas 
condiciones expérimentales, con el fin de comprobar si los pro­
toplastos poseian la capacidad de incorporer DNA exôgeno y pos­
teriormente integrarlo en su cromosoma. Dichos autores compro­
baron que la superficie de los protoplastos, procédantes de 
células compétentes, no era capaz de unir DNA exôgeno de una 
forma irreversible, pero no descartan la posibilidad de que 
proteinas, présentes en la membrana celular, con afinidad por 
el DNA, sean puestas de manifiesto al eliminar la pared bacte­
riana, permitiendo una uniôn del DNA a los protoplastos en una 
forma sensible a la desoxirribonucleasapSin embargo, como el DNA 
no pénétra en los protoplastos, los resultados de HIROKAWA e 
IKEDA (1966) no pueden ser explicados sôlo por la presencia de 
cuasiesferoplastos , sino por un sistema de lisis parcial en el 
que se podria producir incorporaciôn y recombinaciôn del DNA.
3. Carga eléctrica de la pared celular
JENSEN y HAAS (1963 b) han estudiado la carga de la 
superficie de B. subtilis en relaciôn con la apariciôn de la
41.
competencia. Estos autores usaron como medida del potencial 
electrocinêtico de la superficie bacteriana, la capacidad 
celular para penetrar a través de filtres de acetato de ce- 
lulosa con poros de distinto diâmetro, ya que este método 
permite fraccionar particulas en funciôn de la carga mâs que 
del tamano (JENSEN y HAAS, 1963 a). Realizando este fracciona- 
miento en cultives de B. subtilis, les auteres cemprebaren que 
la cempetencia estâ directamente relacienada cen la carga de 
la superficie de la célula receptera. Ademâs, la apariciôn del 
estade de cempetencia se caracteriza per un gran incremente de 
la electrenegatividad de la pared y, pesteriermente, la libera- 
ciôn de facteres inducteres de la cempetencia, prevecarîa una 
lenta disminuciôn de la carga negative neta de la superficie 
celular hasta que el DNA,cargade negativamente,pueda ser atrai- 
de,preduciëndese una interacciôn entre el DNA y la célula recep­
tera de caracter iénice.
C.- PROPIEDADES METABPLICAS
Las cêlulas cempetentes, ademâs de presenter medifica* 
cienes de caracter merfelégice y fisicequîmice, presentan alte- 
racienes de tipe metabôlice.
1. Situacién del DNA en las células cempetentes
Es hecesarie hacer resaltar el heche de que las cé­
lulas cempetentes de B . subtilis presentan la sîntesis de DNA 
reducida (BODMER, 1965).
Segûn MCCARTHY y NESTER (1967), durante el desarrelle 
de la cempetencia séle el 50% de las células cempetentes parti-
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ciparîa en la sîntesis de DNA. Posteriormente, ARCHER y LANDMAN 
(1969) comprobaron que, en el sistema de B. subtilis la sîn­
tesis de DNA no es necesaria para el desarrollo de la competen­
cia. Dichos autores emplearon en sus experiencias cultives de 
B . subtilis auxôtrefes para timina y triptôfane. Después de 
incubar durante varias heras las cêlulas, en ausencia de diche 
amineâcide, legraban sincrenizar el cultive cen sus cremesemas 
a têrmine. Después, anadian triptéfano al medie, pere ne timina, 
estande per tante parada la sîntesis de DNA. Pudieren ebservar 
que en estas cendicienes les cultives eran capaces de desarre- 
llar la cempetencia y per tante ne era necesaria la sîntesis 
de DNA para este precese, le que cencuerda cen ebservacienes 
previas de FARMER y ROTHMAN (1965) , quienes cemprebaren que 
las cêlulas cempetentes de una peblacién de B. subtilis son mâs 
resistentes a la muerte per carencia de timina, que las ne cem­
petentes .
DOOLEY y cols. (1971) , empleande cultives cempetentes 
de B. subtilis fraccienades en gradientes de renegrafina, cem­
prebaren que las células precempetentes presentan una sîntesis 
de DNA ralentizada, cemparada cen la observada en cêlulas ne 
cempetentes, cuande se realizaban estudies sobre la pesicién 
de les tenederes de replicaciôn. Ademâs, en las mismas cendi­
cienes expérimentales, la replicaciôn del DNA de las células 
cempetentes parecîa ceme si se hubiera parade cerca del erigen 
de replicaciôn.
ARCHER y LANDMAN (1969) , sincrenizande cultives de
B. subtilis, ebservaren que las cêlulas bacterianas manteniende 
sus cremesemas a têrmine, eran capaces de desarrellar la cempe­
tencia, sin posterior replicaciôn del DNA.
43 .
WILSON y BOTT (1971) estudiaron el efecto del âcido 
nalidîxico, inhibidor de la sîntesis de DNA, sobre la transfor- 
maciôn. Dichos autores observaron que este antibiôtico produ- 
cîa una inhibiciôn de la transformaciôn bacteriana, cuando se 
trataban las células con dicha droga, antes de adicionar el 
DNA transformante. El grade de inhibiciôn dependîa del tiempe 
d.é contacte y de la cencentraciôn del antibiôtice.
Sin embargo, al ahe siguiente PEDRINI y cols. (1972) 
cemprebaren que el âcide nalidîxico, a cencentracienes que ble- 
quean cempletamente la replicaciôn del DNA de B. subtilis, ne 
inhibe su transfermaciôn genêtica. Esta hipôtesis fue cenfirma- 
da per GARCIA (1974) , cemprebande que, en el sistema de estimu- 
laciôn de la cempetencia, el âcide nalidîxico ne ejercîa efecte 
algune sobre les niveles de cempetencia e incluse, en algunas 
ecasienes, ebtenia ligeres efectes estimulantes (Fig. 4).
Per etra parte, las cêlulas bacterianas, cuande son 
expuestas a irradiaciôn cen rayes ultravieleta (la cual preveca 
fermaciôn de dîmeres de pirimidina, principalmente de timina) 
presentan una disminuciôn de la capacidad de feterreactivaciôn 
del DNA alterade (KELNER, 1964), debide, prebablemente, a la 
carencia del enzima reparader responsable de diche precese.
HARRIS y BARR (1969,1971 a),realizando anâlisis de 
DNA extraide de cêlulas cempetentes, cemprebaren que aprexima- 
damente el 5% de diche DNA se encuentra en ferma menecatenaria
Finalmente ha side cemprebade que en el sistema de 
S . pneumoniae las células cempetentes tienen la sîntesis de DNA 
reducida (EPHRUSSl-TAYLOR y FREED, 1964) .
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Fig. 4.- Proceso de estimulaciôn de la competencia en presencia 
de âcido nalidîxico (segün GARCIA, 1974) .
45.
2. Sîntesis de RNA y proteinas en las cêlulas com­
pétentes .
Ademâs de todas las observaciones ya hechas acerca. 
de la situacién del DNA, DOOLEY y cols. (1971) comprobaron 
que las células compétentes muestran un decrecimiento en la 
relacién sîntesis de RNA/sîntesis de proteinas. KAMMEN y cols. 
(1966), en el sistema transformante de B. subtilis, utilizando 
actinomicina D (un inhibidor de la sîntesis de m-RNA), compro­
baron que disminuîan los niveles de transformabilidad. Por otra 
parte, empleando rifamicina, que es un inhibidor de la sîntesis 
de la RNA-polimerasa, PORTOLES y cols. (1975) comprobaron que, 
en el sistema de estimulaciôn de la competencia por lîquidos 
metabôlicos, es necesaria una sîntesis de proteînas dirigida 
por el RNA mensajero para el desarrollo de la competencia.
KAMMEN y cols. (1966) observaron que, concentraciones 
subinhibitorias de puromicina, inhibîan no sélo el desarrollo 
deJ^a competencia, sino que incluse destruîan la competencia de 
cultives que ya la habian alcanzado, sin alterar la interacciôn 
entre el DNA transformante y las cêlulas compétentes. Estos au­
tores postulan que para el desarrollo y mantenimiento de la com­
petencia es necesaria una proteina de vida media muy corta, ya 
que la competencia es muy sensible a la puromicina.
Por otra parte TICHY (1972) postulé la existencia de 
sîntesis de novo de proteinas durante el desarrollo de la com­
petencia. Dicho autor, al adicionar cloramfenicol (inhibidor 
de la sîntesis proteica) al medio de cultivo durante el desa­
rrollo de la competencia, observé que los niveles de transfor- 
macién se reducîan prâcticamente a cero . No obstante, cuando
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dicho antibiôtico era ahadido al medio poco antes del mâximo 
de competencia, no se observaba inhibiciôn. Estos hechos pare- 
cian indicar que las células necesitan una sîntesis de proteinas 
no continua para desarrollar la competencia.
Sin embargo, PORTOLES y cols. (1975) comprobaron, 
adicionando lincomicina cinco minutos antes del mâximo de com­
petencia, que es necesaria una biosîntesis continuada de pro­
teinas durante el proceso de estimulaciôn de la competencia 
(Fig. 5). Estos resultados concuerdan con los observados por 
TOMASZ (1970) en el sistema de transformaciôn de S. pneumoniae. 
Este autor ha comprobado que las células fisiolôgicamente incom­
pétentes, a las que se ahade activador para inducir la competen­
cia, sintetizan proteinas de novo (ademâs de dicho activador) 
de una forma continuada durante todo el proceso de inducciôn 
de la competencia. Si dicha sîntesis cesa, se pierde incluse 
el nivel de transformabilidad previamente alcanzado.
En el sistema de H. influenzae, RANHAND y LICHSTEIN 
(1969) han comprobado que el cloramfenicol,la eritromicina y 
la estreptomicina (inhibidores de la sîntesis proteica) inhiben 
la transfermaciôn.
Finalmente, estudies realizados en otros sistemas 
bacterianos han demostrado la necesidad de una sîntesis pro­
teica para el desarrollo de la competencia en todos los siste­
mas transformantes (NOTANT y SETLOW, 1974) .
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Fig. 5.- Variaciones en la estimulaciôn de la competencia en 
presencia de 8 2^g/ml de lincomicina (segün PORTOLES 
y cols. 1975).^
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3. Sîntesis de pared
Como se ha dicho previamente, en el sistema de
B. subtilis, las células compétentes se caracterizan por una 
latencia biosintêtica para DNA y RNA. Ademâs de ello, estas 
células presentan una disminuciôn de la sîntesis de la pared 
bacteriana. Como consecuencia de este ûltimo hecho, las célu­
las compétentes son mâs resistentes al tratamiento con penici- 
lina, de modo que al someter cultives compétentes a concentra­
ciones létales de este antibiôtico se producîa un aumento en 
las frecuencias de transformabilidad de dichos cultives, le 
que podrîa deberse a una muerte selective de las células no 
compétentes (NESTER, 1964). Ya que la penicilina sôlo actua 
sobre células que se estân dividiendo (HOBBY, MEYER y CHAFFEE, 
1942), NESTER (1964) concluyô que las células cempetentes se 
multiplican mâs lentamente que las no compétentes y por tante 
tienen la sîntesis de su pared disminuida.
GARCIA (1974) observé, empleando el sistema de esti­
mulaciôn de la competencia por lîquidos metabôlicos, que la pe­
nicilina estimulaba la competencia, cuando empleaba la misma 
cencentraciôn utilizada por NESTER (1964) , Sin embargo, puesto 
que la mortalidadcelular era mucho mener que en los expérimentes 
de NESTER (1964) hay que descartar la hipôtesis de una mayor sen- 
sibilidad de las células no compétentes a la penicilina compara- 
das con las compétentes. Asî, la acciôn de la droga podrîa ex- 
plicarse, suponiendo que al inhibir el antibiôtico la fermaciôn 
de uniones cruzadas en el péptidoglicano de la pared celular^ per- 
mitirîa una mayor accesibilidad del DNA exôgeno a los receptores 
de la membrana celular.
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Por otra parte, LOPEZ y cols. (1972), estudiando el 
efecto de la penicilina sobre cultives compétentes crecidos en 
un quimostato, comprobaron que concentraciones subinhibitorias 
del antibiôtico provocaban una estimulaciôn de la competencia. 
Este efecto parece ser debido a una mayor penicilfn-resistencia 
de las células compétentes de la poblaciôn,ya que estas células 
presentan una composiciôn de pared diferente de la de las cé­
lulas no compétentes. Ademâs, estos autores comprobaron que la 
resistencia a la penicilina era diferente para distintos tiempos 
de duplicaciôn del cultivo debido, probablemente, a que la com­
posiciôn de la pared varia con la tasa de multiplicaciôn (ELLWOOD 
1970).
4. Actividad autolîtica
HORVATH (1968) observé que, durante el periodo que 
precede a la adquisiciôn de la competencia, se producîa un in- 
cremento en la actividad enzimâtica autolîtica en la pared ce­
lular. Dicha actividad es debida a la N-acetil-muramil-L-alani.l 
amidasa (localizada en la pared bacteriana), la cual actua rom- 
piendo los enlaces existentes entre el âcido acetilmurâmico y la 
L-alanina, separando los péptidos de la pared celular (YOUNG y 
cols, 1964). Ademâs, las estirpes poco transformables de B . sub­
tilis tienen reducidos los niveles de enzima autolîtica (YOUNG 
y SPIZIZEN, 1963). Estas observaciones parecen indicar que la 
actividad autolîtica estarîa correlacionada con la competencia, 
como ocurre en el sistema de S. pneumoniae, pero todavîa no ha 
podido ser demostrada (YOUNG y WILSON, 1972) .
Dada la importancia del papel de las autolisinas en el 
proceso de la transformaciôn,dedicaremos atenciôn especial al 
estudio de este tema mâs adelante.
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5. Termorresistencia
Otro aspecto que distingue a las cêlulas compétentes 
es su sensibilidad al calor.
M cCa r t h y y NESTER (196 9) comprobaron que el nûmero de 
transformantes disminuia el 90%cuando cultives compétentes se 
calentaban a 50° C durante 5 minutos, inmediatamente antes o 
después de la transformaciôn. El nûmero de transformantes via­
bles decrecîa significativamente, cuando se empleaban tempera- 
turas que no afectaban la viabilidad de la poblaciôn total, y 
ésta pérdida de competencia se mantenîa durante unas 3 horas. 
McCa r t h y y NESTER (1969) interpretaron estos hechos postulando 
la existencia de un factor sensible a la temperatura requerido 
para la incorporaciôn y retenciôn (o ambas) del DNA transforman­
te .
Mâs recientemente, MCDONALD (1971) ha observado que 
transformantes para resistencia a estreptomicina (después de 
haber expresado dicha resistencia fenotipicamente)son todavia 
sensibles a la temperatura. Por lo tanto, es dificil admitir 
que los fragmentos de DNA donador puedan ser eliminados por un 
choque têrmico.
Los trabajos de ARCHER (1973), sobre el efecto del 
calentamiento en la viabilidad celular, han permitido demos- 
trar que las cêlulas compétentes, las precompetentes (ligeras) 
y las cêlulas recién transformadas son mâs sensibles al calor 
que las cêlulas no compétentes de la misma poblaciôn. Esta ter- 
mosensibilidad es independiente del proceso de transformaciôn.
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6 . Uniôn de proteinas a células compétentes
TOMASZ y BEISER (1965) comprobaron que las células 
compétentes, pero no las no compétentes, de S. pneumoniae, 
contienen un antigeno al que se une un anticuerpo que inhibe
lâ transformacion. Estos anticuerpos son especificos de especie 
ya que no inhiben la transformaciôn en especies no relaciona- 
das. Dicho antîgeno es una aglutinina (TOMASZ y ZANATI, 1971) 
sensible al tratamiento con tripsina, la cual se deposita sobre 
la membrana de los esferoplastos después de la unién de los fac- 
tores de competencia a sus receptores celulares. Dicho antîgeno 
ha sido tambiên observado en el sistema de S. sanguis (PAKULA 
y cols., 1970) .
En el sistema de H. influezae se ha aislado un anti­
cuerpo que inhibe la incorporaciôn del DNA exôgeno a las célu­
las compétentes, debido a su uniôn a dichas cêlulas (BINGHAM 
y BARNHART, 1 9 7 3 ).Se necesita mayor concentraciôn de anticuer­
po para bloquear la uniôn irreversible del DNA que para inhibir 
la transformaciôn, lo cual sugiere que existe mâs de un tipo de 
anticuerpos. Aunque las cêlulas no compétentes no estimulan la 
producciôn de tal anticuerpo y no adsorben la actividad contra 
la incorporaciôn del DNA, eliminan algunos anticuerpos que inhi­
ben la transformaciôn (BINGHAM y BARNHART, 1973).
ERICKSON y cols. (1969) han observado que las células 
compétentes del sistema transformante de B. subtilis unen pre- 
ferencialmente anticuerpos contra DNA monocatenario, provocando 
una inhibiciôn de la transformaciôn. Dicha inhibiciôn ocurre 
cuando el DNA se encuentra unido a las cêlulas compétentes en 
una forma insensible a la desoxLrribonucleasa exôgena. Estudios
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realizados con proteinas radLoactivas revelan que la mâxima 
uniôn de la gaimna-globulina a la superficie celular ocurre 
inmediatamente antes de que la poblaciôn alcance el mâximo 
de competencia.
En el sistema de B. subtilis otras proteinas dis­
tintas de la gamma-globulina, taies como desoxirribonucleasa, 
citocromo c y seroalbûmina tambiên se adsorben sobre la super­
ficie celular mostrando gran afinidad por ella (ERICKSON y 
cols., 1969).
IV. EL PROCESO DE TRANSFORMACION 
BACTERIANA
La transformaciôn bacteriana es un fenômeno en el 
cual las células compétentes sufren cambios genêticos produ- 
cidos por un DNA exôgeno adicionado al medio de cultivo y que 
procédé de bacterias muy relacionadas genêticamente con la cê- 
lula receptora.
Debido a la importancia de este proceso es necesario 
estudiar con detalle la naturaleza del material genêtico dona­
dor y las distintas etapas existentes en dicho proceso trans­
formante .
A.- CARACTERISTICAS DEL MATERIAL GENETICO
La transformaciôn bacteriana difiere de otros meca- 
nismos sexuales conocidos por el hecho de que moléculas de 
DNA purificadas pueden actuar como vectores en la transferen- 
cia de informaciôn genêtica.
El DNA extracelular puede estar en el medio de cul­
tivo por causas artificiales (extracciôn quîmica y purificaciôn) 
o por causas naturales (lisis celular (OTTOLENGUI y HOTCHKISS,
1962)) o liberaciôn de DNA procedente de células que crecen 
activamente (EPHRATI-ELIZUR, 1968) .
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1. Tamano del DNA donador
El DNA extracelular puede estar sometido a fuerzas
de degradaciôn durante el proceso de purificaciôn y manipula-
ciôn. Esta degradaciôn redistribuye el genoma bacteriano en
un gran nûmero de pequehos fragmentos. El tamano del DNA trans-
9formante, en el sistema de B. subtilis, varia entre 1,2x10 
Dalton (correspondientes aproximadamente a 7 0 0 ^ de longitud) 
(GANESAN, 1967) y 3,9x10^ Dalton (correspondientes a unas 
2 0 0 0 )  (EBERLE y LARK, 1967) .
BODMER (1966) obtuvo el DNA transformante por centri- 
fugaciôn zonal segün el método de MARMUR (1961) y déterminé el 
peso molecular del DNA bicatenario, siendo êste 2,1x10^ Dalton 
Esto significa que el genoma de B. subtilis esté roto aproxima­
damente en 160 fragmentos con una longitud media de 10^  .Cada 
uno de estos fragmentos se considéra como una molécula de DNA. 
La dimensién de una célula compétente de B. subtilis es, apro­
ximadamente, 1 , 4 de lo.ngitud (JAVOR y TOMASZ, 1968) y asî la 
reaccién de uniôn a la superficie celular se produce entre una 
célula receptora y una molécula lineal de aproximadamente 7 vo­
ces su longitud.
Por otra parte es necesario que el DNA transformante
5tenga una longitud minima entre 3x10 Balton (CATO y GUILD, 
1968) y 10^ Dalton (SZYBALSKY y OPARA-KUBINSKA, 1966) .
La degradaciôn del DNA donador mediante tratamiento 
con desoxirribonucleasa o por sonicaciôn, produce una disminu­
ciôn en la capacidad de incorporaciôn y posterior integraciôn
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de dicho DNA en las células compétentes de los sistemas trans­
formantes de S. pneumoniae y H. influenzae (RANDOLPH y SETLOW, 
1972; CATO y GUILD, 1968; BARNHART y HERRIOT, 1963). El efecto 
sobre la transformaciôn es mayor que el detectado en la incor­
poraciôn del DNA. BACH (1971) estudiô la capacidad de competi- 
ciôn de un DNA sometido a sonicaciôn y ahadido en exceso trente 
a pequehas concentraciones de DNA no tratado. Empleando bajas 
dosis de tratamiento por sonicaciôn observaba una menor reüuc- 
ciôn en la capacidad transformante que en la actividad compe- 
tidora. Despûes de emplear grandes dosis, de sonicaciôn, la 
capacidad competidora era mâs resistente que la transformante.
No estâ claro si la capacidad competidora es una verdadera me­
dida de la incorporaciôn del DNA para todo el rango de pesos 
moleculares de DNA empleados. Sin embargo, los resultados de 
este autor, obtenidos para dosis altas, confirman las medidas 
directes de la incorporaciôn del DNA, los cuales muestran que 
las etapas de la transformaciôn que ocurren después de la in­
corporaciôn son mucho mâs sensibles al decrecimiento de la lon­
gitud del DNA transformante.
BETTINGER y YOUNG (1975) comprobaron que células com­
pétentes de B. subtilis podian ser transformadas empleando DNA 
obtenido mediante lisis suave de protoplastos o formas L asta­
bles, obteniendo unas frecuencias de transformaciôn 10 veces ma- 
yores que las obtenidas con DNA aislado por los procedimientos 
convencionales. Los métodos usuales implican la eliminaciôn de 
la pared celular con lisozima, lisis osmôtica de los protoplastos 
digestiôn con pronasa, solubilizaciôn de la membrana citoplâsmi- 
ca con detergentes y extracciôn con fenol. Todas estas etapas 
producen una fragmentaciôn del DNA y eliminan casi totalmente
56.
la presencia de RNA y proteinas. Este método clâsico de obten- 
ciôn del DNA dificulta la demostraciôn del ligamiento de mar- 
cadores, mientras que el DNA obtenido de lisados de formas~L 
permite la cotransformaciôn de marcadores que se encuentran. 
separados por una distancia dos, très y hasta cuatro veces 
mayor que las cotransformaciones detectadas empleando DNA obte­
nido por los procedimientos tradicionales. Las frecuencias ob­
tenidas con el DNA procedente de forraas-L presentan unos nive- 
les superiores a las predecibles simplemente por congresiôn
Estos resultados pueden ser explicados por el hecho 
de que los protoplastos de B. subtilis lisados suavemente pro­
ducen cromosomas bacterianos enteros que permanecen intactes 
(IVARIE y PENE, 1970). Ademâs, BETTINGER y YOUNG (1975), com- 
parando la frecuencia de transformaciôn de varies marcadores 
respecte a un marcador simple, en funciôn de la concentraciôn 
del DNA empleado, demuestran que dichos marcadores proceden de 
una cadena continua de DNA incorporado.
Basândose en estos hechos, los autores postulan que 
una cadena del DNA, liberado de las formas-L mediante un lisado 
suave, penetrarîa en el interior de las cêlulas receptoras per- 
mitiendo una incorporaciôn secuencial de mûltiples marcadores, 
dando lugar a frecuencias de cotransformaciôn altas.
(*) Cotransformaciôn: transformaciôn para dos o mâs marcadores 
genêticos localizados en la misma molécula de DNA.
(**) Congresiôn: incorporaciôn e integraciôn al azar de dos
moléculas de DNA transformante en el mismo genoma receptor.
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2. Conformaciôn del DMA transformante
El proceso de transformaciôn requiere la presencia 
de un DNA en forma nativa (ERICKSON, 1970), aunque en el sis-, 
tema de S .pneumoniae, se ha comprobado que las células compé­
tentes son capaces de incorporer DNA monocatenario, pero sôlo 
con una eficiencia menor que el 1% si se compara con la incor­
poraciôn del DNA native (MIAG y GUILD, 1970).
M.radiodurans es capaz de incorporer con la misma 
eficiencia DNA native y desnaturalizado. Sin embargo, en los 
sistemas de B. subtilis y H. influenzae la incorporaciôn de 
DNA monocatenario es muy baja, cuando se emplea el procedi- 
miento habituai de transformaciôn. Es necesario someter a los 
cultives a tratamientos especiales (pH bajo o adiciôn de 10 ^
M de EDTA) para inducir la incorporaciôn y posterior transfor­
maciôn, empleando DNA desnaturalizado,con una eficiencia mucho 
mayor que en cultives no tratados. En estas condiciones expéri­
mentales la transformaciôn con DNA native es inhibida (POSTEL 
y GOODGAL, 1967).
El EDTA no parece ser necesario para lograr la trans­
formaciôn, en el sistema de B . subtilis cuando se emplean con­
centraciones elevadas de DNA monocatenario. En estas experien­
cias, si se adiciona calcio, se élimina la transformaciôn con 
dicho DNA. Este hecho parece indicar que, en este sistema, el 
EDTA favorece la transformaciôn por acomplejar los cationes 
necesariospara la acciôn de las nucleasas que degradan el DNA 
desnaturalizado (TEVETHIA y MANDEL, 1970) .
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De forma similar un pH de 6,1 reduce la actividad 
de taies nucleasas e incrementa la transformabilidad con DNA 
monocatenario (TEVETHIA y MANDEL, 1971). La transformaciôn con 
DNA nativo en presencia de EDTA es tambiên mayor a pH de 6,1 
debido, probablemente, a que dicho. agente quel.a muy poco mag- 
nesio, a este pH, siendo este catiôn requerido para la trans­
formaciôn (NOTANI y SETLOW, 1974).
Hay algunas evidencias de que, en el sistema de B . 
subtilis, los mecanismos de incorporaciôn de DNA nativo y mono­
catenario son similares, ya que la incorporaciôn relativa de 
las dos formas de DNA es igual para distintos estados en el 
desarrollo de la competencia. Ademâs, estas dos formas del DNA 
donador pueden competir entre si en la transformaciôn y, final­
mente, las mismas cêlulas pueden ser transformadas al mismo 
tiempo por ambas formas de DNA (TEVETHIA y CAUDILL, 1971). La 
existencia, en el sistema de H. influenzae, de mutantes que 
unen preferencialmente DNA monocatenario sugiere que en esta 
especie el mécanisme de incorporaciôn de los dos tipos de DNA 
puede ser diferente (CASTER y cols., 1970).
3. El âcido ribonucleico como molécula donadora
Ademâs de las transformaciones realizadas con DNA 
desnaturalizado ha sido descrita "transformaciôn" con âcido 
ribonucleico (RNA) tanto en el sistema de B. subtilis como en 
el de S. pneumoniae.
Los estudios realizados en B. subtilis muestran un 
incremento temporal en la actividad penicilinâsica de una es-
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tirpe inducible como respuesta a la exposiciôn, de las células 
compétentes a material que contenta RNA procedente de una es- 
tirpe constitutive. Similares extractos procedentes de la es- 
tirpe inducible, que no esté inducida, eran inactivos (CSANYI 
y cols. 1961). RNA purificado con fenol o con una mezcla de 
cloroformo y alcohol isoamilico era biolôgicamente activo 
(KIRTIKAR y DUERKSEN, 19 68 a). Ademâs, el tratamiento de las 
células compétentes con ribonucleasa, antes de la exposiciôn 
a RNA, aumentaba la incorporaciôn de dicho polinucleôtido. 
Tambiên la actividad "transformante" del RNA era disminuida 
al adicionar RNA de E. coli,probablemente debido a competiciôn 
en la incorporaciôn (KIRTIKAR Y DUERKSEN, 1968 b ) . Realizando 
gradientes de equilibrio, dichos autores observaron un pico 
pequeho, con sensibilidad a la ribonucleasa, en la posiciôn 
del RNA monocatenario y una banda mayoritaria que podrîa ser 
RNA bicatenario o un hîbrido RNA-DNA, ya que la actividad era 
eliminada por RNasa, sôlo cuando el tratamiento enzimâtico era 
precedido por calentamiento.
S. pneumoniae sensible a âcido P-aminosalicîlico o 
suifanilamida es transformado temporalmente para la resistencia 
a dichas drogas por preparaciones sensibles a RNasa procedentes 
de S . pneumoniae resistente a dichas sustancias, pero no lo eran 
con preparaciones procedentes de cêlulas sensibles (EVANS, 1964). 
Como las preparaciones purificadas, incluyendo hîbridos artifi­
ciales de RNA de cêlulas resistentes y DNA de cêlulas sensibles, 
e r æ  inactivadas por ribonucleasa y desoxirribonucleasa se conclu­
yô que el material activo era un hîbrido DNA-RNA. Asî, solamen- 
te el RNA unido al DNA podrîa entrar en cêlulas compétentes de 
S. pneumoniae.
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De estos hechos se concluye que, en el sistema de 
B. subtilis, pueden penetrar pequenas cantidades de DNA mono­
catenario, y que las moléculas hîbridas de DNA-RNA pueden en­
trer tanto en células de B. subtilis como en S .pneumoniae.
4. Incorporaciôn de polinucleôtidos sintéticos
Por otra parte CIFERRI y cols. (1970) observaron que 
B .subtilis era capaz de incorporer polidesoxirribonucleôtidos, 
pero no polirribonucleôtidos o polîmeros hîbridos (ooli (rA-dT) 
y poli (rU) acomplejados con DNA monocatenario). Sin embargo, 
no se observaba competiciôn por transformaciôn con poli(dC-dG) 
o poli (dA-dT) ahadidos a una concentraciôn diez veces mayor que 
la cantidad de DNA transformante. Por su parte, H. influenzae 
muestra una pequeha, pero reproducible, disminuciôn de la trans­
formaciôn por el mismo tipo de polidesoxirribonucleôtidos ahadi­
do con el mismo exceso de concentraciôn (SETLOW y cols, 1965) 
sugiriendo que estos polîmeros sintéticos pueden entrar en las 
cêlulas compétentes. Similares datos de competiciôn han sido 
obtenidos en el sistema de S . pneumoniae con poli (dA-dT), 
poli (dG-dC) y poli (d(A-T)) (TOMASZ,1973a). La estirpe compéten­
te Challis de S. sanguis pierde su viabilidad por la adiciôn de 
poli (d(A-T)) de Cancer magister, lo cual parece indicar una in­
corporaciôn de dicho polîmero (PIECHOWSKA y SHUGAR, 1967) .
B.- ETAPAS DEL PROCESO DE TRANSFORMACION
La transformaciôn bacteriana es un fenômeno muy com­
pte jo, dentro del cual pueden distinguirse varies pasos sucesi- 
vos: adsorciôn, penetraciôn, eclipse, integraciôn y expresiôn.
Un resumen de este proceso se ilustra en la figura 6.
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Fig. 6.- Distintas etapas implicadas en el proceso de transfor­
maciôn .
1. Adsorciôn
El proceso transformante se inicia con la uniôn del 
DNA donador a la superficie de la célula compétente, poco des­
pués de la adiciôn de dicho DNA (LEVINE y STRAUSS, 1965). La 
uniôn de este DNA es susceptible a agentes externes taies como 
la desoxirribonucleasa I, pero no al lavado. Experimentalmente, 
es posible determinar la cantidad de DNA unido expresada como 
el componente del complejo formado por el DNA donador, asocia- 
do a la célula compétente que es susceptible a la desoxirribo­
nucleasa pancreâtica i ahadida externamente (LACKS, 1977) .
El DNA donador se fija a la superficie celular por 
un extreme (DUBNAU y CIRIGLIANO, 1972) realizândose este pro­
ceso con gran rapidez (LEVINE y STRAUSS, 1965).
La uniôn del DNA parece depender del pH, fuerza iônica 
y cationes divalentes présentes en el medio (BARNHART y HERRIOTT,
1963). Estos hechos sugieren que esta fijaciôn inicial ocurre 
sôlo por una interacciôn iônica con grupos cargados de la super­
ficie celular. Esta hipôtesis estâ tambiên apoyada por la cir- 
cunstancia de que este proceso no parece requérir energîa (BAR­
NHART y HERRIOTT, 1963) . La cantidad de DNA unido es considera- 
blemente grande si se compara con la cantidad de moléculas de 
DNA que pueden ser incorporadas por las células y, de este modo, 
la mayorîa de las moléculas unidas pueden ser eliminadas de la 
superficie celular.
En el sistema de S. pneumoniae, cabe distinguir dos 
fases dentro de la etapa de uniôn; la denominada uniôn superfi-
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cial y la uniôn profunda (SETO y TOMASZ, 1975 a). Por su parte, 
en el sistema de B. subtilis^BUITENWERF y VENEMA (1977) pare­
cen distinguir dos etapas dentro del proceso, una independien­
te de la temperatura y otra dependiente de ella . Debido a la 
importancia que la fase de uniôn en el proceso de transforma­
ciôn tiene para la parte experimental de esta Tesis, otros aspec­
to s del tema serân desarrollados con mâs detalle en un capitule 
posterior.
2. Penetraciôn
El DNA unido transitoriamente en la fase anterior re­
présenta un estado intermedio que precede a su entrada en el 
interior de las células compétentes (LERMAN y TOLMACH, 1957).
LACKS y GREENBERG (1976) han sugerido que la incorpo­
raciôn del DNA unido a la superficie celular, en el sistema de
S. pneumoniae,- estâ producida por una nucleasa que hidroliza 
una de las cadenas del DNA bicatenario donador, mientras que, 
la otra cadena es introducida en el interior de la célula re- 
ceptbra, actuando dicha nucleasa como una DNA-translocasa. El 
DNA alcanza un estado de uniôn irreversible a la célula compé­
tente, no pudiendo ser eliminado por tratamiento con desoxirri­
bonucleasa I (DAVIDOFF-ABELSON y DUBNAU, 1973 a). Este proceso 
présenta un pH ôptimo, es dependiente de la temperatura y re­
quiere una fuente de energia (BARNHART y HERRIOTT,1963). Segün 
TICHY (1972), en el sistema de B. subtilis, es necesaria una 
sîntesis de proteinas de novo, tanto para la uniôn del DNA, 
como para su penetraciôn.
Por otra parte, el DNA unido irreversiblemente a las 
células compétentes parece estar icomplejado con un componente
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celular, probablemente perteneciente a la membrana (HARRIS y 
BARR, 1971 b; PIECHOWSKA y FOX, 1971).
La complejidad de esta fase de la transformaciôn 
requiere un estudio mâs detallado, que serâ realizado en el 
capîtulo siguiente.
3. Destino del DNA transformante después de la pene­
traciôn.
Las etapas posteriores a la incorporaciôn del DNA 
exôgeno en la célula receptora, previas a su expresiôn feno- 
tîpica, se detallan a continuaciôn.
a) Eclipse. En el sistema de B. subtilis, el DNA trans­
formante, poco después de la entrada en el interior de la cé­
lula compétente, muestra un decrecimiento en su actividad bio- 
lôgica, cuando se reextrae y se utiliza como DNA donador para 
transformer un segundo cultivo compétente (VENEMA y cols, 1965). 
Este periodo de pérdida de actividad ha sido denominado fase de 
eclipse. En el sistema de S. pneumoniae se ha detectado muy poca 
actividad de los marcadores donadores en el DNA transformante 
aislado poco después de la fijaciôn (FOX y HOTCHKISS, 1960;
GHEI y LACKS, 1967), indicando que en este sistema existe tam- 
bién una fase de eclipse. Realizando experiencias similares con 
H. influenzae, VOLL y GOODGAL (1961) comprobaron que, en este
sistema, dicha fase no se produce.
Los trabajos realizados por LACKS y cols. (1967) mos- 
traron que, durante la fase de eclipse, en el sistema de S. pne 
moniae, el DNA se encuentra en forma monocatenaria. Posterior-
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mente, MORRISON (1977) ha comprobado que este DNA desnaturaliza­
do forma un complejo que puede ser disociado por tratamiento 
con dodecilsulfato sôdico, sosa, cloroformo y proteinasa K, pe­
ro que es insensible a la ribonucleasa. Este complejo parece 
ser muy estable, y podrîa ser un precursor en el proceso de 
recombinaciôn. En primer lugar, la estructura unida al DNA po­
drîa promover la progrèsiva transferencia de una cadena del DNA 
en el interior de la célula. En un paso posterior, dicha estruc­
tura, podrîa protéger al DNA, después de su incorporaciôn, tren­
te a la acciôn de las endo- y exonucleasas y, finalmente, po­
drîa facilitar la integraciôn manteniendo las bases de dicho 
DNA trente a las bases complementarias del cromosoma bacteriano, 
para que se produzca dicha integraciôn.
Complejos similares han sido detectados en el sistema 
de S. sanguis por RAINA y RAVIN (1977) ,e 1 DNA donador apa- 
rece unido a algûn componente celular, que lo hace resistente 
a la degradaciôn nucleolîtica por desoxirribonucleasa exôgena 
y ha perdido su capacidad transformante.
En el sistema de B. subtilis ha existido gran contro- 
versia acerca de si el DNA transformante se encontraba en forma 
nativa o monocatenaria después de la incorporaciôn.
Estudios realizados sobre las propiedades del DNA do­
nador después de ser reextraido (BODMER y GANESAN (1964)y DUB­
NAU y CIRIGLIANO (1972)) mostraban la existencia de moléculas 
donadoras no integradas, en formas bicatenaria y monocatenaria, 
mientras que PENE y ROMIG (19 64) encontraron el DNA en forma 
bicatenaria. PIECHOWSKA y FOX (1971) detectaron formas de DNA 
monocatenario complejado con componentes celulares que provo-
6 6.
caban una modificaciôn de la densidad de flotaciôn de dicho 
DNA. Por otra parte, HARRIS y BARR (1971 b) observaron una 
forma parcialmente monocatenaria del DNA unida a la membrana.
Los resultados obtenidos por PIECHOWSKA y FOX (1971) 
mostraban que el tratamiento de los complejos DNA-componentes 
celulares con pronasa a 70°C o el calentamiento en presencia de 
concentraciones elevadas de sales, liberaba DNA monocatenario 
de las estructuras celulares, lo que puede ser detectado al de- 
terminar su densidad de flotaciôn en gradientes de cloruro de 
cesio a un pH de 11,2. Estes hechos parecian indicar que el 
DNA transformante, despuës de ser incorporado en el interior 
de la cêlula receptora,se encontraba en una forma monocatena­
ria asociada a componentes celulares.
Sin embargo ARWERT y VENEMA (1973 a), empleando li- 
sados de B. subtilis que habian sido expuestos a DNA transfor­
mante durante diez minutes, observaron que el tratamiento con 
pronasa a 45° C producîa fragmentes de DNA bicatenario. Estes 
hechos les llevaron a poner en duda los resultados de PIECHOWS­
KA y FOX (1971), sugiriendo que el DNA .oomplejado con los com­
ponentes celulares, detectados por dichos investigadores, se 
encontraria en forma bicatenaria, pero al ser sometido a tempe- 
raturas elevadas o a pH alto sufriria una desnaturalizaciôn 
convirtiéndose en monocatenario. Basândose en estes dates, ARWERT 
y VENEMA (1973 a) postularon que la fase de eclipse estaria cau- 
sada por la producciôn de fragmentes de DNA bicatenario de peso 
molecular relativamente bajo.
DUBNAU y CIRIGLIANO (1972) detectaban, poco despuës 
de la incojrporaciôn del DNA exôgeno, la existencia de fragmen­
tes de DNA bicatenarios y monocatenarios. Estes autores obser­
varon que los fragmentes bicatenarios reaislados presentaban 
una actividad transformante del 1 al 2% si se comparaba con la
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actividad del DNA donador y ademâs, no poseian actividad recom­
binante, ni actividad transformante para los marcadores del DNA 
receptor. Estos fragmentes bicatenarios posefan un peso molecu­
lar de 3-4x10^ Dalton , siendo similares a los detectados por 
VENEMA y cols. (1965) en la denominada fase de eclipse.
DUBNAU y CIRIGLIANO (1972) postularon que estos frag­
mentes bicatenarios estarian situados en el espacio periplâsmi- 
co durante la fase de eclipse y, posteriormente, sufrirfan una 
degradaciôn exonucleolîtica de una de sus cadenas, pasando la 
otra cadena al interior del citoplasma de la cêlula donde ocu- 
rriria el proceso de integraciôn. Los fragmentes monocatenarios 
detectados por estos autores, poco despuës de la incorporaciôn 
(de un peso molecular de 1 a 2x10^ Dalton ) serîan simplemente 
fragmentes de degradaciôn y no serian intermediaries en el pro­
ceso de integraciôn.
Un ano despuës, expérimentes realizados en este mismo 
laboratorio (DAVIDOFF-ABELSON y DUBNAU, 1973 a, 1973 b) permi- 
tieron dilucidar el verdadero estado del DNA en la fase de eclip­
se y en las etapas posteriores. Estos autores analizaron el DNA 
expuesto durante périodes de tiempo muy certes a las cëlulas 
compétentes, comprobando que los fragmentes bicatenarios de 
DNA, descritos en su trabajo previo, eran sensibles al trata­
miento con desoxirribonucleasa I (correspondfan a una fase de 
uniôn reversible de dicho DNA a las cëlulas compétentes) apare- 
ciendo ya a los 30 segundos de haber adicionado el DNA al cul­
tive. Estos fragmentes no podian corresponder a complejos DNA 
donador DNA receptor, puesto que dichos complejos no aparecen 
hasta despuës de 3 minutes de contacte. Sin embargo, los frag­
mentes de DNA monocatenario aparecfan entre los 30 segundos y 
los 2 minutes despuës de la exposiciôn al DNA transformante.
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siendo insensible al tratamiento con desoxirribonucleasa I.
A la vista de estos resultados, dichos autores pos­
tularon que el DNA transformante penetraria en el interior de 
la cêlula en forma monocatenaria y sufriria a continuaciôn la 
fase de eclipse. Posteriormente, comenzarian a formarse los 
complejos donador-receptor coincidiendo con la desapariciôn 
de los fragmentes monocatenarios.
Contrariamente a lo que ocurre en los sistema de
S . pneumoniae y B. subtilis, H. influenzae no présenta una 
fase de eclipse (VOLL y GOODGAL, 1965). Por otra parte, la 
actividad de los marcadores présentes en el DNA donador decre- 
ce con el tiempo hasta llegar al 25-40% de su valor inicial 
(STUY, 1965) . Este decrecimiento parece ser debido, parcial­
mente, a la integraciôn del DNA donador y también puede ser 
debido, en parte, a degradaciôn monocatenaria previa a la in­
tegraciôn.
b) Integraciôn. Despuës de que ha tenidc lugar la etapa 
de eclipse, el DNA transformante se integra en el cromosoma 
bacteriano.
Para que se produzca el proceso de integraciôn, es 
necesario que haya un apareamiento entre las bases del DNA 
donador y las bases complementarias del cromosoma bacteriano. 
El DNA donador, por ser monocatenario, présenta sus bases ex- 
puestas, pero la naturaleza bicatenaria del DNA receptor impi- 
de la exposiciôn de sus bases. Sin embargo,puede pensarse en 
varias posibilidades que permitan el apareamiento del DNA mono-
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catenario con el DNA de la cêlula huesped; a) rupturas entre 
una serie de bases a cortas distancias (TEITELBAUM y ENGLANDER, 
1975);b) apertura de la doble hélice por proteinas especificas 
asociadas al DNA, lo que produce la disminuciôn del punto de 
fusiôn del DNA bicatenario (ALBERTS y FREY, 19 60) o por enzimas 
desnaturalizantes del DNA (ABDEL-MONEM y cols, 1977) y c) la pre 
sencia de regiones monocatenarias en el cromosoma receptor, ya 
que el 5% del DNA de la cêlula huesped es monocatenario (HARRIS 
y BARR, 1969; HARRIS y BARR, 1971 a, PIECHOWSKA y cols, 1977).
El proceso de integraciôn del DNA transformante pré­
senta una primera etapa de sinapsis, consistante en un aparea­
miento entre el DNA donador y el cromosoma bacteriano (POPOWSKY 
y VENEMA, 1977). Ha sido comprobado por POPOWSKY y VENEMA (1977) 
que , en el sistema de B. subtilis, poco despuës de la incorpo­
raciôn, el DNA donador monocatenario aparece asociado con el 
cromosoma receptor formando un complejo lâbil, que puede ser 
estabilizado por la exposiciôn de las cëlulas transformantes 
a condiciones que permiten la formaciôn de uniones covalentes 
en el DNA. Estos complejos, ya habian sido previamente descritos 
(DUBNAU y DAVIDOFF-ABELSON, 1971), recibiendo el nombre de com­
plejos donador-receptor "abiertos", en los cuales la molëcula 
donadora se encuentra unida al DNA receptor por uniones no co­
valentes, teniendo baja actividad transformante para los marca­
dores donadores.
Estos complejos pueden ser similares a los complejos 
iniciales de recombinaciôn producidos por HOLLOMAN y cols. (197 5) 
empleando DNA monocatenario y DNA superhelicoidal del bacterié- 
fago 0X174 Estos autores observaron que el DNA superhelicoi-
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dal era capaz de integrar DNA monocatenario homôlogo, pero no 
heterôlogo. Ya que el cromosoma de seres procariôticos puede 
ser obtenido con un grado elevado de superhelicoidalidad (WOR- 
CEL y BURGI, 1972), es posible que el mecanismo productor de 
la sinapsis entre el DNA donador y el cromosoma bacteriano, 
sea similar al descrito por HOLLOMAN y cols (1975). Sin embar­
go, la sinapsis del DNA monocatenario con el DNA superhelicoi­
dal in vitro es mucho mâs baja que la obtenida con DNA monoca­
tenario en el proceso de transformaciôn. Por esta razôn, es 
probable que algunas proteinas sean necesarias para incrementar 
la proporciôn de DNA monocatenario apareado. Apoya esta hipô- 
tesis el hecho de que la integraciôn de DNA monocatenario por 
DNA del bacteriôfago 0X174 es promovida por algûn componente 
de los esferoplastos de E. coli. Es muy probable que las cëlu­
las compétentes de B. subtilis contengan proteinas que promue- 
ven especîficamente la formaciôn de complejos iniciales de re­
combinaciôn. Dicha proteina podrîa ser la detectada por EISENS- 
TADT y cols. (1975), la cual se une especfficamente a DNA mo­
nocatenario .
Un paso posterior en el proceso de integraciôn del DNA 
monocatenario es la formaciôn de rupturas en la cadena del cro­
mosoma bacteriano que no se ha apareado con el cromosoma recep­
tor. Despuës, la regiôn del DNA donador apareado puede ser elon- 
gada por la asimilaciôn de los fragmentos sobrantes del DNA re­
ceptor producidos por una exonucleasa similar a la exonucleasa 
\  observada por CASSUTO y RADDING (1971).
Por otra parte, existe una posibilidad alternativa 
para el apareamiento del DNA donador y el DNA cromosômico, ya
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que en el cromosoma bacteriano existen regiones monocatenarias 
(HARRIS y BARR, 1969; 1971 a; y PIECHOWSKA y cols. 1977). Ade- 
mâs, en el sistema de transformaciôn de H. influenzae se requiè­
re la presencia de regiones monocatenarias en el cromosoma re­
ceptor para la integraciôn. LèCLERC y SETLOW (1975) mostraron 
que un mutante incapaz de formar complejos donador-receptor ca- 
recîa de regiones monocatenarias en su cromosoma.
No existe informaciôn sobre el tamano de las regiones 
monocatenarias en el cromosoma de B. subtilis. Si el tamano de 
estas regiones es mucho mayor que los segmentos de DNA donador 
finalmente integrados, no hay necesidad de recurrir a la teoria 
de un desplazamiento de DNA monocatenario, o a la digestiôn de 
la cadena sobrante. Por otra parte, si las regiones monocatena­
rias del DNA receptor son mâs pequehas que los fragmentos inte­
grados del DNA donador, una integraciôn compléta requeriria el 
desplazamiento y/o la digestiôn de la cadena receptora.
Los trabajos realizados por BUITENWERF y VENEMA (1977) 
apoyan la hipôtesis de que, para la integraciôn, es necesaria 
una digestiôn del DNA sobrante de la cêlula huésped. Estos auto­
res observaron que al tratar los complejos donador-receptor con 
nucleasa SI -que actua especîficamente sobre DNA monocatenario 
(ANDO, 1966; WIEGAND y cols, 1975)- se producîa una liberaciôn 
de segmentos del DNA donador. Ademâs, esta liberaciôn disminuîa 
en condiciones que permitfan la formaciôn de complejos donador- 
-receptor a una densidad de flotaciôn normal. Asimismo, el efec- 
to de la nucleasa SI sobre la actividad de los recombinantes y 
sobre los marcadores del DNA donador disminuîa si el tratamiento 
se realizaba a 30° C (condiciôn que permite que la recombinaciôn 
llegue a têrmino). A la vista de estos hechos, los autores con-
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sideran la posibilidad de que el DNA donador tenga fragmentos 
monocatenarios que no se han apareado en el complejo donador- 
-receptor. Existirian asî dos posibles modelos del complejo: 
en uno de ellos (Fig. 7A) los dos extremos del DNA donador 
apareados serran monocatenarios. En el otro (Fig. 7B) la por- 
ciôn monocatenaria del DNA donador estaria limitada a uno solo 
de los extremos de la regiôn apareada.
Ambas estructuras explicarian las observaciones acer- 
ca de que el complejo donador-receptor libéré fragmentos de 
DNA donador al ser tratado con nucleasa SI. Ademâs, los dos 
modelos darian lugar a la formaciôn de complejos en los cuales 
el DNA donador estâ completamente apareado con la cadena recep­
tora complementaria, sôlo con que se produzca una migraciôn del 
DNA donador (LEE y cols, 1970; RADDING, 1973). Sin embargo, pa­
rece mâs lôgico un modèle de recombinaciôn en el cual la asimi­
laciôn del DNA donador sea efectuada por la digestiôn del DNA re­
ceptor sobrante, ya que, a 17° C, el complejo no estâ sometido 
a cambios sustanciales. Ademâs, el mutante 7G84 (mutante de
B. subtilis incapaz de transformarse) no sufre la conversiôn 
del complejo donador-receptor temprano al complejo definitivo, 
sugiriendo una base enzimâtica para la asimilaciôn del DNA do­
nador. Por otra parte, como se ha dicho previamente, en el sis­
tema vegetative de recombinaciôn del fago X ,actûa una exonuclea­
sa que élimina el DNA sobrante del fago (CASSUTO y cols, 1971) .
Por tanto, si la asimilaciôn del DNA donador es efec­
tuada por una nucleasa similar a la exonucleasa X (que actda en 
los extremos 5' del DNA donador), no parece probable el modelo 
propuesto en la Fig. 7A, ya que sôlo la parte que lleve extremos 
3' del DNA donador podrfan ser asimiladas. La eliminaciôn de las 
partes del DNA que llevan extremos 5' deberian efectuarse enton-
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Fig. 7.- Modelos de la formaciôn del complejo entre DNA donador 
y DNA receptor (segün BUITENWERF y VENEMA, 1977) . Re- 
presentaciôn esquemâtica de complejos donador-receptor 
en los cuales la molëcula donadora es parcialmente mono­
catenaria. ----- : DNA receptor; : DNA donador.
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ces por una segunda nucleasa. Este hecho no concordarîa con la 
observaciôn de que la longitud de los segmentos integrados del 
DNA donador es aproximadamente la misma que los fragmentos mo­
nocatenarios présentes en la cêlula antes de la formaciôn de 
los complejos donador-receptor (DAVIDOFF-ABELSON y DUBNAU, 1973a)
En base a estas consideraciones, BUITENWERF y VENEMA 
(1977) suponen que la estructura mâs probable es la senalada 
en la Fig. 7 B. Esta estructura concuerda con la observaciôn 
de que la mayor parte del DNA donador, présente en los complejos 
y que présenta elevada densidad de flotaciôn, sedimenta en gra­
dientes alcalines de sacarosa en la misma posiciôn que el DNA 
receptor. Este hecho puede ser entendido si se supone que se 
producen uniones covalentes entre los extremos del DNA donador 
y el DNA receptor, al mismo tiempo que el DNA receptor sobrante 
va siendo degradado. La observaciôn de que el DNA donador y los 
marcadores del DNA receptor pueden estar ligados en el complejo 
intermedio apoyan esta hipôtesis (BUITENWERF y VENEMA, 1977).
Despuës de que el DNA donador se ha apareado en toda 
su longitud con el cromosoma receptor, se producen uniones co­
valentes entre la molëcula donadora y el DNA receptor. Depen- 
diendo de la estructura del complejo intermedio, actûan la 
DNA polimerasa y la DNA ligasa, o sôlo esta ultima, para con­
vertir dicho complejo en una molëcula heteroduplex covalentemen- 
te unida. Existe evidencia, en el sistema de B. subtilis,de que 
se necesita la DNA ligasa para que se produzca una integraciôn 
compléta. ARWERT y VENEMA (1973 b) demostraron que la conversiôn 
de un intermediario en la recombinaciôn (con poca actividad bio- 
lôgica) en un complejo donador-receptor (con gran actividad bio- 
lôgica) puede ser efectuado por una ligasa.
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El producto final de la integraciôn, en el sistema 
de B. subtilis, es un heteroduplex de DNA donador y DNA recep­
tor con segmentos monocatenarios insertados que poseen un peso 
molecular de 2,8x10^ Dalton (DUBNAU y CIRIGLIANO, 197 2; FORNI- 
LLT y FOX, 1977). Recientemente, ha sido visualizadc, por micros- 
copîa electrônica, el DNA integrado en B. subtilis (FORNILLI y 
FOX, 1977).
Teniendo en cuenta todos los hechos previamente des­
critos, BUITENWERF (1977) ha propuesto un modelo para la inte­
graciôn del DNA donador durante el proceso de transformaciôn 
(Fig. 8). Un segmente del DNA donador encuentra una parte homô- 
loga del DNA receptor, posiblemente superhelicoidal, y forma 
un complejo inestable con el DNA receptor. La formaciôn del com­
plejo puede ser promovida por proteinas especificas. A continua- 
ciôn, una endonucleasa produce una rotura en la cadena del DNA 
receptor no apareada, en el extremo opuesto al lugar en el que 
se estâ produciendo el apareamiento del DNA donador. La poste­
rior asimilaciôn del DNA donador es facilitada por una exonu­
cleasa similar a la exonucleasa A  ,que élimina el DNA receptor 
sobrante. Al mismo tiempo que se produce la digestiôn de este 
DNA, la DNA-ligasa va uniendo el extremo opuesto del DNA donador, 
al DNA receptor. Despuës de que se ha realizado un apareamiento 
completo, la DNA-ligasa une el extremo del DNA donador al DNA 
receptor, produciéndose una molëcula heleroduplex covalentemente 
unida.
Otro punto importante en la integraciôn del DNA exôge­
no es la localizaciôn topogrâfica de dicho proceso. PIECHOWSKA 
y FOX (1971) observaron la presencia de DNA monocatenario unido 
a una o mâs proteinas celulares despuës de su incorporaciôn, y
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Un segmento monocatenario del DNA 
donador encuentra el DNA receptor 
bicatenario superhelicoidal
B
La integraciôn se inicia por la for­
maciôn de un complejo inestable en­
tre el DNA donador y el receptor
ENDO
La asimilaciôn del DNA donador se 
inicia por là acciôn de una endonu­
cleasa.
LIGASA
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La posterior asimilaciôn del DNA do­
nador se facilita por una exonuclea­
sa que élimina la parte sobrante del 
DNA receptor, mientras que una DNA- 
-ligasa establece una uniôn covalente 
entre un extremo del DNA donador y el 
receptor.
Despues de completarse el apareamien­
to, la DNA-ligasa une covalentamente 
el otro extremo del DNA donador con 
el receptor.
El producto final de la recombinaciôn 
es un heteroduplex del DNA donador y 
el receptor.
Fig. 8.- Modelo molecular de la recombinaciôn durante la transfor­
maciôn (segûn BUITENWERF, 1977).
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sugerian la posibilidad de que dichas proteinas intervinier an 
en la formaciôn del complejo donador-receptor.
DOOLEY y NESTER (1973) observaron que la mayor parte 
del DNA donador se encontraba unido a la membrana bacteriana, 
despuës del proceso de incorporaciôn, en una forma diferente 
a como se halla el genoma bacteriano (que tambiën présenta aso- 
ciaciôn con la membrana citoplâsmica). El DNA donador era eli- 
minado de la membrana por sonicaciôn con mâs dificultad que el 
DNA receptor y, ademâs, dicho DNA donador era eliminado prefe- 
rencialmente de la membrana por tratamiento con detergentes no 
iônicos o con temperatures elevadas. Estos autores explican sus 
resultados considerando que el bajo peso molecular que poseen 
los fragmentos donadores les permite una mayor resistencia al 
tratamiento por sonicaciôn. Ademâs, si el DNA donador poseyera 
mayor nûmero de uniones a la membrana por unidad de superficie 
que el genoma receptor podrîa ser mâs fâcilmente eliminado de 
la membrana por tratamiento con calor o detergentes. DOOLEY y 
NESTER (1973) sugieren que los procesos de apareamiento y recom­
binaciôn deben ocurrir en la membrana o en una zona muy prôxima 
a ella. La recombinaciôn debe ocurrir en este lugar, simplemen­
te porque el DNA transformante se mantiene en la membrana mien­
tras los enzimas solubles actuan en el proceso o, alternativa- 
mente, porque la membrana actûa como una matriz unificante mien­
tras un sistema de enzimas asociados a ëlla participa en la 
integraciôn de los fragmentos donadores, de un modo similar a 
lo que ocurre en los sistemas de replicaciôn asociados a la mem­
brana (STRATLING y KNIPPERS, 1971).
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c) Estudios genêticos de la integraciôn. El aisla- 
miento y caracterizaciôn de mutantes para las distintas etapas 
del proceso transformante ha resultado ser una herramienta de 
gran utilidad para estudiar las distintas fases implicadas en 
dicho proceso.
En los estudios sobre la integraciôn de DNA exôgeno 
en el cromosoma receptor, se han empleado mutantes déficientes 
en la transformaciôn. Estos mutantes, incapaces de llevar a ca- 
bo el proceso de recombinaciôn, son capaces de incorporer DNA, 
pero no de producir transformantes y se denominan estirpes rec . 
Este efecto puede estar localizado a diferentes niveles: presi- 
nâptico, postsinâptico o a nivel de recombinaciôn sensu strictu. 
En el sistema de B. subtilis, han sido detectados mutantes inca­
paces de producir los complejos donador-receptor y mutantes capa 
ces de formar los complejos donador-receptor, pero que no produ- 
cfan nunca transformantes (DAVIDOFF-ABELSON y DUBNAU, 1971). Ade 
mâs, han sido aislados mutantes déficientes en la recombinaciôn 
que estân afectados en su capacidad para producir complejos dona 
dor-receptor (BUITENWERF y VENEMA, 1977). Dentro de este tercer 
tipo de mutantes pueden ser distinguidos 5 grupos diferentes;
1) mutantes que no producen complejos en cantidad detectable ;
2) mutantes que no pueden convertir los intermedios de la recom­
binaciôn (complejos iniciales) en complejos normales; 3) mutan­
tes que producen mener cantidad de complejos que la estirpe 
salvaje; 4) mutantes que producen pequehas cantidades de comple­
jos aberrantes y 5) mutantes que producen complejos donador-re­
ceptor sin uniones covalentes entre el DNA donador y el receptor,
Por otra parte, DUBNAU y CIRIGLIANO (1974) y MAZZA y 
cols (1975) han observado la existencia de varies loci mutantes 
que interfieren con la recombinaciôn en el proceso de transfor­
maciôn. MAZZA y cols. (1975) han demostrado la existencia de 10
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loci diferentes implicados en la transformaciôn genética.
En el sistema de H. influenzae, también han sido de­
tectados mutantes que tienen bloqueado un paso temprano en la , 
transferencia de DNA donador al DNA receptor (NOTANI y cols,
1972; POSTED y GOODGAL, 1972). Uno de estos mutantes, denomina-
-7do rec 2, con una eficiencia de transformaciôn de 10 compa- 
rada con la estirpe salvaje, no promueve la recombinaciôn del 
DNA fâgico (SETLOW y cols, 1972), aunque otro mutante de este 
tipo (KB6) es normal a este respecte. En los dos mutante, rec 2 
y KB6, el DNA donador,despuës de la incorporaciôn,permanece sin 
ser degradado y no se producen complejos donador-receptor. En 
otra clase de mutantes se producen complejos donador-receptor 
covalentemente unidos (POSTEL y GOODGAL, 1972), pero el DNA 
extraido de las células transformadas no présenta actividad 
transformante de recombinantes. Por otra parte, DNA donador 
marcado radioactivamentey extraido de los complejos donador- 
-receptor de mutantes rec 1 no transforma para los marcadores 
donadores, aunque es capaz de formar complejos (NOTANI y cols, 
1972). Otro mutante de H. influenzae forma sôlo del 20 al 60% 
de moléculas recombinantes comparado con la estirpe salvaje, 
pero es transformado menos eficientemente que el tipo salvaje 
(en casi très ôrdenes de magnitud) (KOOISTRA y VENEMA, 1973) .
Existe otro tipo de mutantes de H. influenzae que se 
transfdrma mejor para un solo marcador que para marcadores li­
gados. El marcaje de DNA donador con deuterio (DNA pesado) aso­
ciado con DNA receptor ligero es detectado sôlo en la posiciôn 
del DNA ligero, lo cual sugiere que dicho mutante integra trozos 
de DNA transformante mâs pequehos que lo normal (CASTER y GOOD­
GAL, 1972) .
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En el sistema de S . pneumoniae ha sido detectado un 
mutante que carece de la desoxirribonucleasa dependiente del 
ATP y dicho mutante transforma con una eficiencia de sôlo un 
sexto comparada con el tipo salvaje. Sin embargo, es capaz de 
formar una cantidad normal de los complejos donador-receptor 
(VOVIS, 1973). Estas observaciones sugieren que la nucleasa 
dependiente del ATP actûa en un paso tardîo de la recombinaciôn, 
posiblemente eliminando el DNA sobrante de los complejos.
Très mutantes de H. influenzae déficientes en dicho 
enzima transforman normalmente, indicando que este enzima no 
es requerido para la recombinaciôn en el sistema de H. influen­
zae . Una conclusiôn parecida ha sido postulada en el sistema 
de B. subtilis, ya que mutantes rec poseen niveles normales 
del enzima dependiente del ATP. Dichos mutantes forman com­
plejos donador-receptor normales, o complejos con actividad 
transformante disminufda para los marcadores donadores, o bien 
son incapaces de formar complejos donador-receptor (DUBNAU y 
cols, 1973). Sin embargo, otros autores han detectado mutantes 
déficientes en nucleasa dependiente del ATP que son poco trans­
formables tanto en el sistema de H. influenzae, como en el de 
B. subtilis (GRETH y CHEVALIER, 1973; CHESTUKHIN y cols, 1972), 
lo cual parece indicar que dicho enzima es requerido en el pro­
ceso de recombinaciôn en los très sistemas de transformaciôn 
(S. pneumoniae, B. subtilis y H. influenzae) .
4. Expresiôn fenotipica.
Una vez que el DNA donador se ha integrado, es nece­
sario que los nuevos marcadores se expresen. Aunque despuës de 
45 minutes, ya ha finalizado la integraciôn del DNA, es indis­
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pensable que transcurran de 2 a 4 horas para que las cëlulas 
transformadas expresen fenotîpicamente los marcadores integra­
dos (NESTER y STOCKER, 1963; VENEMA y cols. 1965). Este pério­
de de tiempo previo a la apariciôn de transformantes es denomi- 
nado expresiôn latente. Esta fase de latencia ha sido detectada 
en el sistema de B. subtilis, pero no parece existir en el sis­
tema de S . pneumoniae (LACKS y HOTCHKISS, 1960).
A pesar de que los genes reciën integrados atraviesan 
un periodo de expresiôn latente, algunos de los genes de la cë- 
lula receptora mantienen actividad mefcabôlica. Las cëlulas re­
ciën transformadas sintetizan proteinas y RNA mensajero de vida 
corta, mientras que la sîntesis de RNA astable y DNA estâ redu- 
cida (McCarthy y NESTER, 19 67).
KAMMEN y cols. (1966) comprobaron que, en el sistema 
de B. subtilis, las cëlulas reciën transformadas requieren la 
presencia de aminoâcidos no esenciales. Por tanto, parece que 
la expresiôn fenotipica requiere la sintesis de polipëptidos. 
Dicha sintesis no estâ dirigida por el RNA, ya que las cëlulas 
reciën transformadas son resistentes al tratamiento con actino- 
micina D O puromicina. Ademâs, la adiciôn de 5-fluorouridina, 
inhibidor de la sintesis de los mucopéptidos de la pared celular, 
en ausencia de dichos aminoâcidos no esenciales, causa la muerte 
preferencial de los transformantes. Este hecho parecia indicar 
que la sintesis de polipëptidos era necesaria para reparar el 
mucopëptido de la pared. No obstante^cuando se ahadia la droga 
en presencia de aminoâcidos, no se producîa el efecto létal, lo 
cual indica que la sintesis proteica es requerida para varies 
procesos y no sôlo para la sintesis de pared.
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Hay que considerar también que la conversiôn de pre- 
-replicador en replicador en el proceso de replicaciôn cromosô- 
mica, requiere la sîntesis de polipëptidos no dirigida por RNA 
(LARK, 1966). Es posible que la fase de expresiôn latente co­
rresponde a un perfodo en el que el DNA integrado se una a las 
estructuras perifêricas logrando una estabilizaciôn de forma 
similar a lo que ocurre con el DNA cromosômico. Esta uniôn 
serîa una condiciôn necesaria para la replicaciôn del DNA cro­
mosômico y para la expresiôn del DNA transformante.
La transformaciôn en B. subtilis ha permitido el ma- 
peo de los distintos genes en el cromosoma de estos microorga- 
nismos. Mediante la recopilaciôn y anâlisis de los resultados 
obtenidos empleando la transformaciôn, YOUNG y WILSON (1972) 
han propuesto un mapa genético circular de B. subtilis que se 
recoge en la Fig. 9.
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Fig. 9.- Mapa de ligamiento de B. subtilis (segûn YOUNG y WILSON
1972). Los loci morfogeneticos estân colocados en el in­
terior del circule, mientras que los loci que no alteran 
directamente la morfologia o el desarrollo estân coloca­
dos en la parte exterior del circule. Los loci senalados 
entre parentesis o con lineas discontinuas necesitan una 
confirmaciôn experimental mayor de la que se posee actual- 
mente.
V. TRANSFORMACION HETEROESPECIFICA 
Y TRANSFECCION
En algunas circunstancias se produce una transferen- 
cia de informaciôn genética de un DNA donador de una especie 
bacteriana o fâgica a células compétentes receptoras de otra 
especie bacteriana (RAVIN, 1961; JONES y SNEATH, 1970; SPIZIZEN 
y cols., 1966) .
A.- TRANSF0RM7iCI0N HETEROESPECIFICA
La eficiencia de la transformaciôn heteroespecifica 
es generalmente mucho mâs baja que la de la transformaciôn ho- 
moespecîfica, aunque DNAs de diferentes estirpes aislados de una 
misma especie pueden transformer a otra estirpe de la misma es­
pecie con eficiencias que difieren en mâs de dos ôrdenes de mag­
nitud (SROGL, 1966). Marcadores que estân ligados en las espe- 
cies donadoras pueden llegar a estar no ligados temporal o perma- 
nentemente en un receptor heteroespecîfico (BEATTIE y SETLOW, 
1970; BISWAS y RAVIN, 1971).
Las diferencias cuantitativas entre las eficiencias 
de las transformaciones homo y heteroespecîficas dependen del
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marcador genético empleado. Por ejemplo, en el sistema de 
B. subtilis, no hay transformaciôn heteroespecîfica o es re­
lativamente baja para prototrofîa a triptôfano o metionina.
Sin embargo, hay una eficiencia alta para la transmisiôn de 
resistencia a estreptomicina, eritromicina y otros antibiô- 
ticos (DUBNAU y cols, 1965), Estos dos antibiôticos son trans- 
feridos con eficiencia elevada entre especies de Haemophilus 
(NICKEL y GOODGAL, 1964) y entre pneumococos y estreptococos 
(RAVIN y De SA, 1964). La resistencia a estreptomicina se 
transfiere,mediante transformaciôn, entre especies morfolôgi- 
camente muy similares como son Neisseria catarrhalis y Moraxella 
nonliquefaciens (CATLIN, 1964) y entre S. sanguis, Staphiloco- 
ccus y S . pneumoniae (DOBRZANSKI y cols, 1968; PAKULA, 1961).
En el sistema de E. coli ha sido observado que la 
resistencia a estreptomicina y eritromicina lleva implicada 
cambios en los ribosomas (OTAKA y cols, 1970) . Por tanto, pa­
rece que los loci ribosomales en estirpes transformables son 
regiones conservadas en la evoluciôn.
Estudios realizados con dos estirpes de B. subtilis 
y otras especies de Bacillus mostraron dos regiones conserva­
tives con un gradiente de secuencias conservadas a ambos lados 
de estas regiones (CHILTON y MCCARTHY, 1969) . Estudios parale- 
los de hibridaciôn DNA-DNA y de temperatures de fusiôn de hete­
roduplex, indican que, en Bacillus, la eficiencia de transfor­
maciôn entre estirpes y entre especies diferentes refleja rela- 
ciones de homologîa cuando se miden por estas técnicas fisico- 
quîmicas.
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Existen varias posibilidades para explicar el hecho 
de que las frecuencias de transformaciôn heteroespecîfica sean 
tan bajas;
a) El DNA no homôlogo puede ser discriminado en el proceso 
de incorporaciôn. Este hecho explicarîa sôlo una pequeha parte 
del decrecimiento de la eficiencia de este tipo de transforma­
ciôn, ya que en muchos sistemas heteroespecîficos los DNAs ho- 
môlogos y heterôlogos son incorporados con la misma eficiencia. 
Asî por ejemplo, B. subtilis incorpora igualmente DNA homôlogo 
y DNA de E. coli (JOENJE, 1975).
b) Despuës de la incorporaciôn, el DNA es reconocido como 
heterôlogo y es degradado por enzimas de restricciôn. Una endo­
nucleasa de H. influenzae produce roturas bicatenarias en DNAs 
heterôlogos, pero no en el DNA homôlogo (SMITH y WILCOX, 1970) . 
Un enzima similar de H. parainfluenzae dégrada DNA extraho hasta 
tamahos pequehos y puede destruir la actividad transformante de 
DNAs de B. subtilis y H. influenzae (GROMKOVA y GOODGAL, 1972).
c) Otra posible explicaciôn de la baja transformaciôn hete- 
roespecîfica es la disminuciôn de la integraciôn provocada por 
las diferencias en la secuencia de bases entre el DNA transfor­
mante y el DNA receptor (RAVIN y CHEN, 1967) .
RAVIN y MA (1972), en el sistema de S. sanguis, some- 
tieron cëlulas compétentes a un tratamiento con calor (48° C) 
antes de exponerlas al DNA transformante. Dichos autores obser­
varon que este tratamiento producîa una disminuciôn de los nive­
les de transformaciôn cuando se empleaba DNA homôlogo, mientras 
que se producîa un aumento de la transformaciôn heteroespecîfica
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Ademâs, el calor provoca un decrecimiento de la competiciôn en 
transformaciôn con DNA heterôlogo. Un efecto del calentamiento 
sobre las células compétentes, provocando una disminuciôn en la 
capacidad de incorporar el DNA, explicarîa el decrecimiento en 
la transformaciôn homoespecîfica y en la competiciôn, ya que 
las células tendrfan menos lugares de incorporaciôn por los 
que podrîancompetir los DNAs. Sin embargo, ello no explicarîa 
el aumento en los niveles de transformaciôn con DNA heterôlogo. 
Por lo tanto estos autores postularon que el calentamiento del 
cultivo compétente incrementa el reconocimiento de bases del 
DNA heteroespecîfico y provoca un incremento de la integraciôn.
Por otra parte, WILSON y YOUNG (1972), transformando 
B. subtilis con DNAs heterôlogos, encontraron que la eficiencia 
de transformaciôn para rifampicîn-resistencia fue de 100 a 1000 
veces mayor que para el prototrofismo. Cuando transformantes 
para marcadores heterôlogos se utilizaron como fuente de DNA do­
nador, se encontrô que el fragmente de DNA heterôlogo integrado 
(intergenote) fue capaz de transformar con la misma eficiencia 
que el DNA homôlogo, y ademâs, para rifampicîn-resistencia, el 
DNA intergenôtico transformô incluso con mayor eficiencia que 
el DNA homôlogo. Por lo tanto, la hipôtesis de disminuciôn de 
la integraciôn del DNA heteroespecîfico no explica la existencia 
de DNA intergenôtico de alta eficiencia de transformaciôn (WIL­
SON y YOUNG, 197 2) . Ademâs, la cantidad de DNA integrado en la 
transformaciôn heteroespecîfica entre H. influenzae y H. parain- 
fluenzae es mucho mayor que lo que cabrîa esperar de una eficien­
cia de transformaciôn baja (BEATTIE y SETLOW, 1970). Por otra 
parte, el hecho de que el tratamiento con radiaciones ultravio- 
leta provoque una mayor disminuciôn de la integraciôn del DNA 
de H. parainfluenzae, comparado con el homôlogo, en las células 
de H. influenzae, sugiere que son necesarios trozos mayores de 
DNA heterôlogo que de DNA homôlogo para la integraciôn (BEATTIE 
y SETLOW, 1970).
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d) El DNA donador heterôlogo puede poseer uno o mâs sitios 
especîficos para los enzimas de restricciôn de la cêlula huêsped. 
Despuës de la integraciôn de dicho DNA, cuando el genoma huésped 
se replica, las regiones monocatenarias heteroespecîficas sufri- 
rfan el ataque de dichos enzimas. Sin embargo, despuës de habers 
realizado la transformaciôn (en condiciones que permiten el cre- 
cimiento bacteriano) se détecta poca liberaciôn del DNA de H . 
parainfluenzae integrado en H. influenzae (NOTANI y SETLOW, 1972) 
Estas observaciones sugieren que la posible acciôn de los enzi­
mas de restricciôn sobre el DNA donador, antes o despuës de la 
integraciôn, no es la ûnica causa responsable de la baja trans­
formaciôn heteroespecîfica.
e) El DNA de H. parainfluenzae puede ser létal para las 
cëlulas compétentes de H. influenzae como consecuencia del pro­
ceso de integraciôn. Este posible efecto létal podrîa ser debi­
do al hecho de que el DNA de H. parainfluenzae induce a un fago 
defectivo de H. influenzae con mayor eficiencia que el DNA homô­
logo (SETLOW y cols. 1973). Tambiën fue observado por estos au­
tores que una estirpe de H. influenzae sin fago defectivo indu- 
cible es inmune a la muerte provocada por DNA de H. parainfluen­
zae, aunque puede desarrollar una competencia elevada. Es poco 
probable que el efecto létal de la transformaciôn entre especies 
de H. influenzae pueda explicar la baja eficiencia de transfor­
maciôn, ya que la estirpe que carece de profago defectivo indu- 
cible, y que no es convertida en inviable por DNA de H. parain- 
fluenzae, es tambiën transformada con baja eficiencia con dicho 
DNA.
f) El DNA donador heteroespecîfico integrado, despuës de 
varios ciclos de replicaciôn del DNA, puede no ser expresado en 
la cëlula. La expresiôn diferencial de marcadores podrîa expli­
car una disminuciôn de los marcadores dependientes de la trans-
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formaciôn heteroespecîfica. Varias observaciones apoyan esta 
hipôtesis. DNA heteroespecîfico ya integrado y reextraido a 
distintos tiempos durante La.transformaciôn entre H. influenzae 
y H. parainfluenzae produce un nûmero mucho mayor de transfor­
mantes para los marcadores del DNA donador cuando se ensaya en 
la estirpe donadora que cuando se hace esta prueba en la espe­
cie receptora (NOTANI y SETLOW, 1972) . La proporciôn entre ta­
ies transformaciones (especie donadora/especie receptora) dismi- 
nuye muy gradualmente y despuës de dos horas de crecimiento del 
cultivo la razôn llega a ser uno. Por otra parte, el DNA reex­
traido de colonias transformadas, transforman para el marcador 
donador original mâs eficientemente que el DNA donador heterô­
logo a la especie receptora original (BEATTIE y SETLOW, 1970). 
Estos datos sugieren que el DNA heteroespecîfico integrado, que 
puede ser mâs efectivamente transcrite o traducido en la especie 
donadora original, tiene dificultad en la expresiôn gënica cuan­
do se encuentra en una especie receptora distinta de la donadora 
Las colonias transformadas contienen cëlulas que ya han superado 
esta dificultad, probablemente porque han perdido algo de su 
material donador original que interfiere con la expresiôn. Un 
caso paralelo es el de mutante N19 de H. influenzae, en el cual 
dos marcadores ligados llegan a integrarse, pero se expresan 
diferencialmente, aunque el DNA integrado y reextraido de estas 
cëlulas transforma cepas salvajes para ambos marcadores con la 
misma eficiencia.
La fisiologîa de cëlulas transformadas heteroespecî- 
ficamente puede ser drâsticamente alterada, ya que poseen una 
tasa de crecimiento disminuida. Esto es un fenômeno que puede 
reflejar alteraciones en la actividad de la RNA polimerasa (WIL­
SON y YOUNG, 1972) . Es posible que la mayor eficiencia de trans-
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formaciôn de DNA heterôlogo respecto a DNA homôlogo para ciertos 
marcadores (WILSON y YOUNG, 1972) pueda ser también un fenômeno 
de expresiôn, aunque la explicaciôn dada era que los enzimas 
de restricciôn pueden, a veces, degradar el DNA homôlogo, como 
se ha observado con preparaciones de enzimas de H. influenzae 
y H. parainfluenzae (GROMKOVA y GOODGAL, 1972). Sin embargo, 
tal degradaciôn del DNA homôlogo puede ser debida a nucleasas 
no especificas.
Estas observaciones sugieren que la expresiôn de 
un gen particular, despuës de la integraciôn, puede depender 
no sôlo del gen en si mismo, sino tambiën de la maquinaria de 
transcripciôn y traducciôn de la cëlula. Esta hipôtesis estâ 
apoyada por el hecho de que la mutaciôn espontânea para la re­
sistencia a estreptomicina, que se produce en E. coli y que 
afecta la estructura de los ribosomas, puede provocar una su- 
presiôn selectiva de la actividad de genes no relacionados.
B. TRANSFECCION
Este tërmino es un néologisme introducido por FÔLDES 
y TRAUTNER (1964) para indicar un fenômeno que reune caracteris- 
ticas comunes a la transformaciôn y a la infecciôn por bacte- 
riôfagos, designando el proceso de infecciôn de una cëlula por 
âcido nucleico aislado de un virus, y que da como resultado la 
producciôn de particulas complétas de bacteriôfagos. La trans- 
fecciôn bacteriana comparte con la transformaciôn los requeri- 
mientos para la incorporaciôn de âcidos nucleicos en las cëlu­
las compétentes y la expresiôn de la informaciôn genëtica con- 
tenida en dichas molëculas. La mayor diferencia existente entre 
los dos procesos es que la transformaciôn requiere la integra­
ciôn del DNA exôgeno en el cromosoma bacteriano, mientras que la
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transfecciôn usualmente no la requiere. En el sistema de
B. subtilis, se sabe que es necesaria la recombinaciôn entre 
moléculas del DNA tra^sfectante para que se produzca el fenô- 
meno de transfecciôn. Este tipo de recombinaciôn ha sido deno- 
minada recombinaciôn primaria (SPATZ y TRAUTNER, 1971). Se con­
sidéra que la recombinaciôn primaria es necesaria para restable- 
cer un replicôn del bacteriôfago intacte a partir de los genomas 
inactivados del virus (Fig. 10).
En el sistema de B. subtilis se ha estudiado la rela- 
ciôn existente entre la concentraciôn del DNA aislado de bacte- 
riôfagos y la formaciôn de centres infectivos, habiêndose com- 
probado que la naturaleza de las curvas de respuesta a la dosis 
depende de la fuente del DNA transfectante. Curvas de respuesta 
de primer orden han side obtenidas empleando DNA de los fagos 
0 29 y 0 105, mientras que el DNA de los fagos SPPl , SP50 y SP82 
dan respuestas de segundo, tercero y tercero o cuarto orden res- 
pectivamente (TRAUTNER y SPATZ, 1973). Las curvas de respuesta 
a la dosis corresponden el nûmero de moléculas infectivas que 
cooperan en la producciôn de un centre infective (SPATZ y 
TRAUTNER, 1971; GREEN y URBAN, 1972). La naturaleza de la co- 
laboraciôn consiste en una recombinaciôn entre las moléculas 
infecciosas del DNA fâgico. Recientemente, ha sido observado 
por HIROKAWA y cols. (1977) que en la transfecciôn del fago 
0 29 es necesaria mâs de una molécula de DNA para producir 
un centre infective. Este resultado podria estar en contro- 
versia con el hecho de que este fago présenta una respuesta 
lineal a la dosis de DNA empleada. No obstante dichos autores 
han comprobado que la mayorîa de las moléculas transfectantes 
del DNA de 0 29 estân combinadas, formando agregados de muchas 
moléculas. Por le tante, estes autores postulan que el requeri- 
miento multimolecular del DNA fâgico puede ser satisfecho por
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Fig. 10.- Representaciôn esquemâtica del proceso de transfecciôn
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la incorporaciôn de alguno de estos agregados, que porducirîan 
una curva lineal de respuesta a la dosis. Con esta interpreta- 
ciôn, la distinciôn entre fagos de B. subtilis que muestran 
una respuesta lineal o una respuesta mültiple, residirîa en 
las diferentes configuraciones del DNA transfectante mâs que 
en diferentes mécanismes de incorporaciôn y procesamiento del 
DNA. En efecto, el hecho de que la fracciôn minoritaria del 
DNA biolôgicamente activa (que sedimenta en la posiciôn 
de DNA monomêrico) muestre una respuesta de dos, parece refle- 
jar un mecanismo de transfecciôn general como el sugerido por 
DISHMAN (1972). Una respuesta de dos, como mînimo, deberia es- 
perarse, si en el curso de la incorporaciôn algunas moléculas 
de DNA bicatenario son convertidas en monocatenarias por la 
pérdida de una de sus cadenas. La cadena monocatenaria que ha 
entrado en la célula debe unirse con su cadena complementaria, 
procedente de otra molécula, para iniciar la replicaciôn. Esta 
interacciôn conducirîa a encontrar niveles mayores de recombi­
naciôn en transfecciones cruzadas que las obtenidas empleando 
cruces équivalentes de fagos (SPATZ y TRAUTNER, 1971) . Este 
hecho ha sido observado también en el caso de transfecciôn con 
otros fagos como SP02 (JÜRGENS, citado por TRAUTNER y SPATZ,
1973) , el cual da una respuesta de primer orden.
La estricta correlaciôn entre la sensibilidad de la 
transfecciôn a la acciôn de las proteasas, la respuesta lineal 
y la capacidad del fago para transfectar a una estirpe déficien­
te en el proceso de recombinaciôn (SPATZ y TRAUTNER, 1971) po­
dria sugerir que los DNAs fâgicos con estas caracterlsticas en 
la transfecciôn forman agregados unidos por proteinas. Ademâs, 
la proteina asociada al DNA es requerida para la transfecciôn 
con formas monoméricas de dicho DNA. Ya que en esta tesis expe-
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rimental no se han realizado estudios sobre el proceso de trans­
fecciôn, no comentaremos con mas detalle sus caracterlsticas, 
pudiendo encontrarse mâs informaciôn en las revisiones de TRAUT­
NER y SPATZ (1973) y NOTANT y SETLOW (1974) .
VI. MECANISMOS DE INCORPORACION DEL 
DNA TRANSFORMANTE
Una vez establecidas las distintas etapas del proce­
so transformante, pasaremos a realizar un estudio detallado de 
las primeras fases de dicho proceso, puesto que nuestro interés 
experimental se ha centrado precisamente en estas etapas. En es­
te capitule, estableceremos las caracterlsticas de los recepto- 
res especificos del DNA présentes en las cêlulas compétentes, 
asi como la funciôn de las autolisinas y de las actividades nu- 
cleâsicas de las cêlulas receptoras, en cuanto que estân impli- 
cadas en la transformaciôn.
A.-UNION DEL DNA A LAS CELULAS COMPETENTES
La adsorciôn del DNA exôgeno a la superficie de las 
cêlulas compétentes requiere la presencia de componentes de la 
superficie celular capaces de capturar las moléculas de DNA del 
medio.
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1. Receptores
Las estructuras celulares que interaccionan con el 
DNA transformante reciben el nombre de receptores del DNA y 
se encuentran situados en la membrana plasmâtica.
Medidas cinéticas de la interacciôn entre DNA y las 
cêlulas compétentes han permitido calcular el nûmero aproxima- 
do de receptores por cêlula. En el sistema de S . pneumoniae se 
calculan de 30 a 80 receptores por célula (FOX y HOTCHKISS, 1957) 
y en el de H. influenzae alrededor de dos receptores por cêlula 
(STUY y STERN, 1964). Fotografias realizadas al microscopic elec 
trônico por STACHURA y cols. (1968) de cêlulas compétentes de
H. influenzae mostraron una media de 8 moléculas de DNA unido 
por célula ,sugiriendo este hecho la presencia de un mînimo de 
8 receptores por célula.
El nûmero de receptores en el sistema de B. subtilis 
ha sido estimado de 20 a 50 (SINGH, 1972) . Estos dates eran de- 
terminados calculando la fracciôn de cêlulas compétentes en la 
poblaciôn mediante el empleo de la técnica de marcadores no li- 
gados. Dicha técnica no es muy exacta y puede dar lugar a câl- 
culos errôneos. Sin embargo los dates indican que,tante en el 
sistema de B. subtilis como en el de S .pneumoniae^las cêlulas 
compétentes contienen mâs receptores que las de H. influenzae. 
Ademâs, existen evidencias genéticas de que una molécula de DNA 
puede interaccionar con dos cêlulas de B. subtilis al mismo tiem- 
po (KELLY, 1967).
En el sistema de S. pneumoniae han sido realizados 
numerosos estudios que han permitido establecer la naturaleza 
bioquîmica de sus receptores y su localizaciôn.
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Como ya hemos dicho previamente, en el sistema de 
S. pneumoniae, es necesaria la presencia de colina en el âcido 
teicoico (componente de la pared celular) para que las cêlulas 
sean capaces de unir DNA. Si dicho . compuesto es sustituido 
por un anâlogo estructural (etanolamina) las cêlulas no pueden 
ser transformadas.
BRILES y TOMASZ (1970) y TOMASZ y cols. (1971) rea- 
lizaron experiencias de incorporaciôn de colina radioactiva en 
paredes que contenfan etanolamina. Mediante têcnicas autorra- 
diogrâficas dichos autores comprobaron que las nuevas moléculas 
de colina se incorporaban en la regiôn ecuatorial de la bacte­
ria (zona de crecimiento). A la vista de estos resultados y rea- 
lizando experiencias con pulsos cortos de colina se ha llegado 
a la conclusiôn de que es necesaria la presencia de este com- ■ 
puesto gn la zona ecuatorial, ya que en este lugar se produce 
la uniôn del DNA exôgeno.
ESPINOSA (1975) observô que al tratar cultives de
B. subtilis con cloramfenicol durante el desarrollo de la com- 
petencia, se producîa una disminuciôn en la capacidad de uniôn 
de dichas cêlulas, lo cual parecia indicar que la sustancia im- 
plicada en la uniôn del DNA era una o mâs proteinas présentes en 
la membrana celular.
En el sistema de S. pneumoniae, al menos la mitad de 
las moléculas de DNA adsorbidas por las cêlulas compétentes se 
encuentran unidas a los receptores présentes en la membrana 
plasmâtica (SETO y cols, 1975). Dichos receptores son comunes 
para los procesos de transformaciôn y transfecciôn, ya que el 
DNA fâgico desplaza al DNA bacteriano en experiencias de compe-
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ticiôn (LOPEZ, comunicaciôn personal). SETO y TOMASZ (197 5 b) han 
aislado un "factor de uniôn a DNA^^de la superficie de cêlulas com­
pétentes de S . pneumoniae. Parece que este componente que une 
DNA esté relacionado con los receptores del DNA présentes en 
las superficies de los cultivos compétentes. Esta hipôtesis 
estâ basada en dos observaciones: (1) los tratamientos que cau-
san la solubilizaciôn del. factor de uniôn tambiên causan una 
inactivaciôn paralela de la capacidad de uniôn del DNA de las 
cêlulas tratadas (2) tan sôlo los cultivos compétentes de
S . pneumoniae son capaces de producir factor de uniôn.
Este factor soluble es sensible al calor, a los enzi- 
mas proteoliticos, a sales y al formaldehido y, ademâs, es ca- 
paz de unir DNA nativo y monocatenario. Los receptores especifi­
cos del DNA serran, asi, proteinas situadas en la membrana plas­
mâtica separada del exterior por la pared celular.
SETO y cols. (197 5) han postulado que tanto las cêlu­
las compétentes como las no compétentes (a las que no se ha 
ahadido activador) poseen numerosos receptores especificos para 
el DNA que pueden ser desenmascarados por disrupciôn mecânica 
de la pared o por baja concentraciôn iônica. Segûn dichos auto­
res el desenmascaramiento de los receptores de la membrana plas­
mâtica es parte del fenômeno de desarrollo de la competencia 
inducido por el activador (factor de competencia).
En el sistema de S. sanguis RANHAND (1974) ha demos- 
trado la presencia de aminoâcidos en los receptores, pareciendo 
este hecho indicar que son proteinas.
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2. Autolisina s
Las cêlulas de S . pneumoniae que poseen etanolamina 
en su pared (cêlulas EA) no son capaces de unir DNA transfor­
mante (TOMASZ y WESTPHAL, 1971). Dichas bacterias poseen un 
enzima autolîtico anêmalo (forma E ) , mientras que las cêlulas 
compétentes con colina en el âcido teicoico del pêptidoglicano 
de pared poseen un enzima autolîtico activo (forma C ) . Las cê­
lulas EA de S .pneumoniae presentan paredes resistentes a la 
acciên de autolisina exôgena, ademâs de haber perdido el enzi­
ma autolîtico activo, caracterîstico de las cêlulas con colina, 
el cual es reemplazado por un enzima de bajo peso molecular y 
baja actividad catalîtica (forma E ) . La forma E de la autolisina 
puede ser convertida in vitro en forma C mediante una breve in- 
cubaciên con paredes celulares que contienen colina, a baja tem- 
peratura (TOMASZ y WESTPHAL, 1971). Un fenômeno similar ha sido 
observado in vivo por TOMASZ y cols (1975) . Debido a estos he- 
chos, ha sido sugerido que la forma E puede representar un pre­
cursor biosintêtico inactivo, pero normal, del enzima autolîtico. 
La activaciôn de este preenzima puede ocurrir en un estado post- 
ribosomal (en la superficie celular, via interacciôn con âci- 
dos teicoiccsque contienen colina).
HOLTJE y TOMASZ (197 6) han logrado purificar la forma 
E de la autolisina, demostrando que la conversiôn de la forma 
inactiva en la forma activa puede ser reproducida con la forma 
E . homogênea de la amidasa y empleando paredes purificadas. Es- 
to indica que no es necesaria la presencia de cofactores en es­
te interesante proceso.
100.
Los resultados de los estudios con el sistema de 
pneumococos indican claramente que los âcidos teicoicos de 
las paredes que contienen colina son capaces de inducir en 
el enzima autolîtico algûn cambio estructural o conformacio- 
nal, que es esencial para la actividad catalîtica. Ademâs, 
el atrapamiento del enzima por el âcido teicoico puede con- 
tribuir a algunas propiedades de la autolisina, taies como 
su peso molecular y su estabilidad.
Por otra parte, la adiciôn de un crudo de autolisi­
na, procedente de cultivos con colina, a cêlulas EA provoca- 
ba una reversiôn en los efectos producidos por la presencia 
de etanolamina. Esta técnica ha sido denominada "curado feno- 
tîpico". Las cêlulas "curadas" por este procedimiento son ca­
paces de unir DNA exôgeno.
Una explicaciôn al papel activo representado por la 
colina en el fenômeno de adquisiciôn de la competencia se ha- 
llarîa en las experiencias de SETO y TOMASZ (1975 b ) . Estos 
autores han detectado, en los sobrenadantes de cêlulas compé­
tentes, sustancias de localizaciôn exclusivamente intracelular, 
entre ellas autolisina, la cual se halla a concentraciones ca­
paces de inducir, bajo condiciones adecuadas, la formaciôn es- 
pontânea de protoplastos. Estos resultados han sido interpreta- 
dos considerando que el activador acelerarîa el proceso de 
transporte de moléculas de autolisina hacia el espacio peri- 
plâsmico. Posteriormente dicha autolisina provocarîa una lisis 
parcial de la pared, localizada exclusivamente en la zona ecua­
torial, siempre que la colina se encuentre como componente del 
âcido teicoico. En estas condiciones, quedarîan al descubierto 
los receptores de la membrana, haciéndolos asî accesibles al
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DNA transformante. Es decir, que el estado de competencia séria 
el reflejo de una inestabilizaciôn temporal de la membrana de- 
bida al factor de competencia.
En el sistema de B. subtilis, YOUNG y SPIZIZEN (1963) 
observaron que las cêlulas compétentes poseian mayor actividad 
autolitica que las cêlulas no compétentes. Dicho enzima auto­
lîtico es una acetil-muramil-L-alanina-amidasa que produce la 
liberaciên de alanina. Estos hechos hicieron postular a YOUNG 
y cols. (1964) la hipôtesis de que la separaciôn de los poli- 
sacâridos de los péptidos de la pared, producida por la auto­
lisina, podrîa conducir a una relajaciôn en la estructura del 
mucopêptido, lo que permitirîa la apariciôn de "agujeros" en 
la pared celular, a travês de los cuales las moléculas de DNA 
podrîan pasar durante el proceso de transformaciôn.
Por otra parte, el "factor de competencia" de natu­
raleza proteica detectado por AKRIGG y AYAD (197 0) en el sis­
tema de B. subtilis poseîa una actividad lîtica.
Los hechos descritos previamente podrîan indicar que, 
en el sistema de B. subtilis, la autolisina podrîa desempehar, 
en la transformaciôn,un papel similar al ya descrito en el sis­
tema de S . pneumoniae pero, hasta el momento, este hecho no ha 
podido ser comprobado.
RANHAND (1973) ha comprobado, en el sistema de S. san­
guis , que el factor de competencia adicionado a un cultivo ce­
lular provoca la sîntesis de una nueva proteina y de un enzima 
lîtico que posee actividad autolîtica y actividad lîtica frente 
a cêlulas no compétentes. Los resultados presentados por este
102.
autor muestran que, en los estreptococos del grupo H, la com­
petencia estâ asociada o es iniciada por una autolisis. Los 
cambios estructurales producidos por la autolisina deben te- 
ner lugar en el punto de crecimiento de la pared celular, ya 
que allî es donde parece que las cêlulas estân mâs afectadas 
(RANHAND y cols,1971). Estos resultados coinciden con los ob- 
tenidos por TOMASZ y cols. (1971) en el sistema de S . pneumo­
niae y parecen indicar un comportamiento similar de las auto­
lisinas en los dos sistemas.
3. Interacciôn entre DNA y superficie celular
En el sistema de S. pneumoniae, SETO y TOMASZ (197 4) 
han establecido los distintos pasos sucesivos implicados en 
la adsorciôn del DNA transformante. Estos autores han empleado, 
en sus experiencias, etiléndiamonotetraacetato sôdico (EDTA) 
que es un agente quelante de los cationes divalentes del medio. 
El EDTA présenta la propiedad de aumentar la capacidad de uniôn 
de DNA por las cêlulas compétentes de pneumococos, mientras que 
la incorporaciôn de DNA y la apariciôn de transformantes es fuer- 
temente inhibida. Basândose en sus resultados han postulado un 
modelo (Fig. 11) que contempla las etapas desde que aparece en 
el medio el factor de competencia hasta que el DNA se encuentra 
irreversiblemente unido a las cêlulas compétentes. En el primer 
paso de este proceso (1) el activador atraviesa la pared celular 
yendo a unirse en la membrana a su receptor especîfico. Si se 
adiciona tripsina al medio, dicha uniôn no se produce debido a 
la destrucciôn del activador, mientras que si se emplean en es­
tas experiencias mutantes resistentes a tripsina esta circunstan- 
cia no se produce. (2) La uniôn activador-receptor del activador 
se ha producido. (3) Se produce la sîntesis de proteinas (y9-ga-
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Fig. 11.- Esquema de las primeras etapas de uniôn e incorpora­
ciôn de DNA a pneumococos (segûn LOPEZ, 1974). (ver 
texto).
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lactosidasa, autolisina, etc) que son liberadas al medio. El 
paso de (2) a (3) aparece bloqueado en los mutantes no trans­
formables. (4) El DNA exôgeno se une a la superficie celular 
mediante un proceso que no requiere energia, denominado uniôn 
superficial. (5) El DNA se une a sus receptores especificos 
situados en la membrana celular constituyendo la uniôn profun­
da de dicho DNA. Esta etapa requiere energia y por tanto el pa­
so de (4) a (5) puede ser inhibido por la ausencia de glucosa.
(6) Finalmente se produce la incorporaciôn del DNA, lo que re­
quiere cationes y energia. Consecuentemente el EDTA es capaz 
de bloquear el paso de (5) a (6).
B PENETRACION DEL DNA EN EL INTERIOR DE LAS CELULAS RECEPTORAS
' El DNA unido reversiblemente a la membrana plasmâtica 
de las cêlulas compétentes es incorporado por dichas cêlulas 
mediante un proceso que requiere energia. Al finalizar este pro­
ceso el DNA se encuentra en una forma inaccesible a la acciôn 
de la DNasa exôgena.
1. Acciôn de las nucleasas en la penetraciôn
El estado compétente se caracteriza no sôlo por la 
capacidad de incorporer DNA exôgeno, sino tambiên por la capa­
cidad de degradar DNA externe (LACKS y GREENBERG, 1973) .
En el sistema de S . pneumoniae se ha caracterizado 
una endonucleasa mayoritaria, que corresponde, aproximadamente, 
al 80% de la actividad desoxirriboncleâsica de la cêlula (LACKS, 
197 0). Su localizaciôn en la membrana celular (LACKS y NEUBER- • 
GER, 1975) parece indicar que jueqa alqûn papel en la incorpo­
raciôn de DNA.
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La actividad de este enzima es inhibida por RNA (LACKS y cols., 
197 5). Este hecho puede concorder con la observaciôn de KOHOUTO- 
VA (1967) acerca de la inhibiciôn de la transformaciôn con RNA. 
Este enzima requiere in vitro iones magnesio o manganeso (LACKS 
y cols. 1975) y actüa endonucleolîticamente, produciendo oligo- 
nucleôtidos (LACKS y GREENBERG, 1967).
Varios aspectos de la incorporaciôn del DNA reflejan 
propiedades de la endonucleasa mayoritaria de las cêlulas de 
S . pneumoniae e indican una participaciôn del enzima en dicho 
proceso:
(1) MORRISON y GUILD (197 3) comprobaron que la canti- 
dad de oligonucleôtidos formados fuera de la cêlula es aproxi­
madamente igual a las moléculas de DNA que han penetrado en la 
cêlula compétente.
(2) La incorporaciôn de DNA requiere cationes divalen­
tes. El magnesio es esencial para la incorporaciôn del DNA (LACKS 
y GREENBERG, 1973) . El calcio estimula la transformaciôn, sobre 
todo empleando concentraciones limitantes de magnesio pero, in- 
cluso en estas condiciones, el calcio sôlo permite la producciôn 
del 1% de transformantes obtenidos en presencia de magnesio 
(LACKS, 1977). Por otra parte, el calcio produce un aumento de
la incorporaciôn del DNA correlacionado con el incremento de 
fragmentes âcido-solubles del DNA donador en el medio.
SETO y TOMASZ (1976) demostraron que el calcio es un 
requerimiento absolute para la penetraciôn del DNA exôgeno.
Estos autores resuspendieron, en un medio con tampôn Tris, cê-
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lulas que habian estado creciendo en un medio que contenîa fos- 
fatos, magnesio y calcio. En estas condiciones, observaron poca 
estimulaciôn de la incorporaciôn del DNA cuando se ahadîa mag­
nesio al medio tamponado con tris.
Los resultados descritos podrîanparecer contradictorios, 
Sin embargo, LACKS (1977) ha postulado una hipôtesis, que podria 
armonizar êstos hechos.* Este autor supone que las cêlulas lava- 
das con fosfato retendrian preferencialmente calcio, mientras 
que las cêlulas resuspendidas en tampôn tris retendrian magnesio. 
Las bases fisicas de este efecto podrîan ser debidas a una re- 
tenciôn preferencial de cationes en la superficie celular, de- 
pendiendo del tampôn o, quizâs, a una distinta persistencia en 
el medio ^  crecimiento de los microcZistales de fosfatos magnê- 
sico y câlcico formados. Estos problemas podrian ser eliminados 
lavando las cêlulas en un medio tamponado con tris que contenga 
EDTA o utilizando un medio de crecimiento sin cationes. LACKS 
(1977), empleando estas condiciones, observô un requerimiento 
absoluto de magnesio, calcio y tambiên de potasio para la incor­
poraciôn del DNA exôgeno. Las funciones del calcio y del potasio 
son desconocidas, pero el magnesio podrîa ser requerido para la 
actividad de la endonucleasa mayoritaria.
El DNA unido a la superficie celular es bicatenario, 
mientras que el DNA que ha penetrado en la cêlula es monocate­
nario. Esta conversiôn podrîa ser realizada por la endonucleasa 
mayoritaria, degradando una cadena del DNA y facilitando la in­
corporaciôn de la otra cadena.
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Con el fin de comprobar esta hipôtesis, se han emplea­
do mutantes déficientes en la endonucleasa mayoritaria.
Existen très tipos de taies mutantes:
a) Mutantes end que poseen una actividad enzimâtica resi­
dual apreciable. Estos mutantes incorporan DNA y se transfor-
man con la misma eficiencia que la estirpe salvaje. Este grupo
posee una mutaciôn simple, la cual parece estar situada en el 
gen estructural del enzima (LACKS, 1970).
b)Mutantes noz, que poseen una mutaciôn secundaria en el 
mismo gen que contiene la end. Dicha mutaciôn provoca una re- 
ducciôn mayor en los niveles residuales de la actividad endo- 
nucleolîtica (LACKS y cols.1975).
c) Una clase intermedia contiene mutantes end y noz. Estos 
mutantes no muestran ninguna actividad enzimâtica detectable
in vitro , pero dan niveles intermedins de transformabilidad, 
permitiendo cierto grado de penetraciôn del DNA, aunque la ma­
yor parte de éste permanece unido a la superficie. Este hecho 
parece indicar que las cepas del tipo salvaje contienen un ex- 
ceso del enzima y que sôlo en mutantes con gran deficiencia en­
zimâtica es posible detectar una inhibiciôn de los niveles de 
transformaciôn.
Los mutantes con mayor deficiencia en la endonucleasa 
mayoritaria se transforman a un nivel de sôlo 10  ^ comparado con 
la cepa salvaje. Estos mutantes son capaces de unir DNA y deben 
tener bloqueada la etapa de incorporaciôn.
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LACKS y GREENBERG (1976), empleando mutantes déficien­
tes en la actividad nucleâsica, observaron que el DNA unido a 
dichos mutantes presentaba roturas monocatenarias. Dichas rotu- 
ras aparecen distribuidas al azar en ambas cadenas del DNA y es­
tân separadas por unos 6000 nucleôtidos. Este tipo de rupturas 
aparecian en presencia de EDTA en el medio.
LACKS (1977), empleando mutantes del tipo (c), en 
ausencia de EDTA observô la apariciôn de roturas bicatenarias 
y mayor nûmero de roturas monocatenarias que en las experiencias 
previas (LACKS y GREENBERG, 197 6) .
MORRISON y GUILD (1973) detectaron roturas bicatenarias 
en el DNA expuesto a cêlulas compétentes de pneumococos (tipo 
salvaje) poco antes de producirse el proceso de incorporaciôn.
LACKS (1977) propone que dichas roturas bicatenarias 
se producirfan en el momento de iniciarse la incorporaciôn, efec- 
tuândose en ausencia de la endonucleasa mayoritaria. Dicha nu- 
cleasa actuaria en los lugares en los que se han producido las 
roturas, permitiendo la incorporaciôn del DNA exôgeno. Las rotu­
ras previas serian producidas por un enzima diferente durante el 
proceso de uniôn del DNA. El DNA se uniria a las cêlulas por los 
lugares de ruptura. Posiblemente un componente de la superficie 
celular se uniria al extreme de la cadena originado por la rup­
tura .
En el sistema de B. subtilis han sido detectados frag­
mentes bicatenarios de DNA que son convertidos en monocatenarios 
durante el proceso de incorporaciôn (PIECHOWSKA y FOX, 1971; 
DAVIDOFF-ABELSON y DUBNAU, 1973 a, 1973 b ) .
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Por otra parte, poco después de la incorporaciôn del 
donador por las cêlulas compétentes, DAVIDOFF-ABELSON y DUBNAU 
1973 b) y JOENJE y VENEMA (1975) han detectado rupturas bicate­
narias del DNA. Se sabe poco acerca de las bases enzimâticas 
de esta fragmentaciôn, pero SCHER y DUBNAU (1973 y 1976) han 
aislado y caracterizado una endonucleasa localizada en la su­
perficie celular. Dicho enzima podrîa estar implicado en el 
proceso, ya que produce fragmentes del DNA donador de tamaho 
similar a las moléculas bicatenarias producidas por cêlulas 
compétentes (HASELTINE y FOX, 1971; DUBNAU y CIRIGLIANO, 1972 
y JOENJE y VENEMA, 1975).
Recientemente, BURKE y SPIZIZEN (1977) han presentado 
evidencias de que la endonucleasa dependiente del magnesio,que 
se activa con el calor, observada por MCCARTHY y NESTER,(1969) 
puede estar implicada en la producciôn de fragmentes bicatena­
rios en la transformaciôn.
En el sistema de B. subtilis, las cêlulas no compéten­
tes pueden producir fragmentes biecatenarios. Aunque las cêlulas . 
no compétentes no unen DNA, son capaces de presenter interaccio- 
nes transitorias con el DNA transformante (HASELTINE y FOX, 1971; 
JOENJE y VENEMA, 1975).
En el mismo sistema empleando las condiciones usuales 
para realizar el proceso de transformaciôn, fragmentes bicatena­
rios de DNA son convertidos en segmentes monocatenarios (PIE­
CHOWSKA y FOX, 1971; DAVIDOFF-ABELSON y DUBNAU, 1973 a) y en pro- 
ductos âcido-solubles (DUBNAU y CIRIGLIANO, 1972 y JOENJE y 
VENEMA, 1975).
Por otra parte, los productos âcido-solubles detecta­
dos por JOENJE y VENEMA (197 5) eran sôlo producidos por las cê­
lulas compétentes y estaban formados en un 60% por mononucleô-
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tidos. Este hecho indica que tales productos son probablemente 
generados por una actividad exonucleolitica.
Como ya hemos dicho previamente, tanto las cêlulas 
compétentes como las no compétentes, en B. subtilis, dan origen 
a una fragmentaciôn bicatenaria del DNA. Las cêlulas no compé­
tentes dan lugar a una mayor pêrdida de la actividad biolôgica 
del DNA exôgeno expuesto a ellas. HASELTINE y FOX (1971) han 
mostrado que las cêlulas no compétentes provocan una disminuciôn 
del peso molecular del DNA donador y , ademâs, producen una inac^ 
tivaciôn del DNA por otro mecanismo desconocido, ya que la pêr­
dida de actividad biolôgica no puede ser explicada sôlo por la 
disminuciôn de su peso molecular.
En cultivos compétentes de B . subtilis, JOENJE y 
VENEMA (1975) detectaron productos âcido-solubles asociados 
a las cêlulas, principalmente monômeros ( âcido timidîlico) 
y sôlo una pequeha fracciôn (2%) de oligômeros. Sin embargo, 
en los sobrenadantes de las cêlulas que habian sido expues- 
tas al DNA, estos autores encuentran una fracciôn considera­
ble de oligômeros, aunque tambiên aparecian monômeros consti- 
tuidos por timina. Una posible explicaciôn de la distinta com- 
posiciôn de los productos âcido-solubles présentes en los sobre­
nadantes y los asociados a las cêlulas,podria ser una liberaciôn 
preferencial de oligômeros y timina comparada con la liberaciôn 
de âcido timidîlico. Sin embargo, no se puede excluir que los 
productos âcido-solubles asociados a las cêlulas y liberados 
al medio sean producidos por diversos sistemas de nucleasas 
generadores de distintos productos.
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Por otra parte, las proteinas bâsicas (lisozima, ci- 
tocromo C, protamina y espermina) inhiben la ruptura exonucleo- 
litica producida por cêlulas compétentes (JOENJE y VENEMA, 1975) 
Un efecto similar de estas proteinas ha sido observado por DA­
VIDOFF-ABELSON y DUBNAU (1973 a) . Estos autores comprobaron que 
sôlo se podîan aislar fragmentes monocatenarios de alto peso mo­
lecular cuando las cêlulas se lisaban en un medio que contenîa 
concentraciones elevadas de una de estas proteinas bâsicas, las 
cuales protegen al DNA contra la acciôn de las nucleasas.
JOENJE y VENEMA (1975) convirtieron cêlulas compéten­
tes en protoplastos, observando que la mayor parte de la acti­
vidad exonucleolîtica era liberada al medio. Este hecho parece 
indicar que el enzima estâ localizado fuera de la membrana cito- 
plâsmica o muy prôximo a ella. Es posible que la exonucleasa 
esté asociada con los mesosomas, que son liberados durante el 
proceso de obtenciôn de protoplastos (FITZ-JAMES, 1964).
2. Modelos de uniôn y penetraciôn
Todos los datos recopilados hasta el momento actual 
han permitido establecer un modelo para la uniôn e incorpora­
ciôn del DNA exôgeno en el sistema de S . pneumoniae y que po­
siblemente corresponde tambiên a dichas etapas de la transfor­
maciôn bacteriana en B. subtilis (Fig. 12).
LACKS y GREENBERG (1976) suponen que el DNA se une 
a una proteina présente en la superficie celular (quizâs cova- 
lentemente), la cual provoca rupturas en el DNA, en una reac- 
ciôn que requiere energîa. Una nucleasa (en el sistema de
112.
proteina de 
la unl6n
3*
I .- Formaciôn de rupturas monocate­
narias al tiempo que el DNA se 
asocia a la proteina de la uniôn
DNasa
II.- Formaciôn de rupturas bicatena­
rias durante la iniciaciôn de 
la entrada del DNA.
n
Oligonudeotidos
III.- El DNA pénétra en una reacciôn 
catalizada por una nucleasa 
asociada a la membrana que dé­
grada una cadena del DNA a oli­
gonucleôtidos, al tiempo que 
el segmente de cadena comple­
mentaria pénétra en la célula
m
Fig. 12.- Modelo molecular de la uniôn e incorporaciôn del DNA 
en S. pneumoniae (segûn LACKS y GREENBERG, 1976)
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S. pneumoniae, la endonucleasa mayoritaria) iniciaria la incor­
poraciôn del DNA, produciendo rupturas en la cadena del DNA 
opuesta a la ya previamente rota. La cadena unida a la proteina 
especifica de la uniôn podria penetrar en el interior de la 
célula (quizâs dicha proteina podria conducir el DNA a travês 
de la membrana), mientras que la misma nucleasa podria digerir 
progresivamente la cadena complementaria, uniendose secuencial- 
mente a élla y liberando oligonucleôtidos que permanecen fuera 
de la célula.
La penetraciôn de la cadena unida inicialmente a la 
cêlula séria facilitada por la hidrôlisis secuencial de la otra 
cadena. Este proceso de incorporaciôn requiere iones potasio, 
calcio y magnesio.
Por este mecanismo, segmentes monocatenarios de ambas 
cadenas de las moléculas de DNA unido pueden penetrar en la cé­
lula y pueden integrarse en el genoma de la célula receptora.
VII. INTERACCIONES ENTRE DNA
Y ESTRUCTURAS MEMBRANOSAS
Una vez establecidas las caracterlsticas de las pri­
meras etapas del proceso transformante, pasaremos a estudiar 
las asociaciones establecidas entre el DNA y las membranas 
celulares. Senalaremos las asociaciones existentes con DNA 
homôlogo y DNAs heterôlogos tanto en sistemas in vivo como en 
sistemas in vitro.
A.' ASOCIACION ENTRE DNA Y MEMBRANA IN VIVO
Como ya hemos dicho en el capltulo previo, los recep­
tores especificos para el DNA présentes en las cêlulas compéten­
tes, parecen estar situados en la membrana citoplâsmica de di­
chas cêlulas.
SETO y cols. (1975) realizaron experiencias de uniôn
de DNA exôgeno a protoplastos (cêlulas que han perdido su pared
por tratamiento con autolisinas) procédantes de cêlulas compé­
tentes de S . pneumoniae. Dichos autores comprobaron que la can-
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tidad de DNA unido por los protoplastos era muy pequena si se 
comparaba con las moléculas unidas por las cêlulas en las mis­
ma s condiciones . Ademâs, el pH y la temperatura dptima para la 
uniôn a estas fracciones subcelulares erai completamente distin- 
tos de los optimos correspondientes a cêlulas vivas, y los bajos 
niveles de uniôn de DNA a protoplastos no eran afectados por 
inhibidores de la uniôn a cêlulas.
Estos hechos parecen indicar que los protoplastos 
obtenidos de cultivos compétentes de pneumococos no poseen 
los receptores especificos del DNA que son detectados en cê­
lulas intactas mediante la transformaciôn genêtica. Sin embar­
go, SETO y cols. (1975), observaron que cêlulas intactas colo- 
cadas en un medio hipertônico perdfan un 35% de su capacidad de 
unir DNA. Estos autores postulan que puede producirse una inac­
tivaciôn de los receptores o una liberaciôn de êstos durante el 
proceso de eliminaciôn de la pared, ya que las condiciones hi- 
pertônicas, utilizadas en la obtenciôn de protoplastos, provo­
can en las cêlulas una disminuciôn en la cantidad de DNA unido.
En B. subtilis,RYTER y LANDMAN (1964) habian observa­
do que las condiciones hipertônicas pueden causar dahos estruc­
turales. Por otra parte, estas condiciones tambiên dan lugar a 
la pêrdida de constituyentes celulares periplâsmicos, en el sis­
tema de B. subtilis (PIECHOWSKA y FOX, 1971) . Estos dos hechos 
muestran que las hipôtesis de SETO y cols. (1975) podrian ser 
vâlidas, ya que efectos parecidos provocados por las condiciones 
hipertônicas han sido detectados en otro sistema bacteriano.
Con el fin de dilucidar cual de estas dos hipôtesis 
era correcta, SETO y cols. (1975) realizaron una serie de expe-
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riencias de uniôn de DNA exôgerio a cêlulas compétentes en pre- 
sencia de EDTA (para evitar la penetraciôn del DNA en el inte­
rior de la cêlula). Una vez producida la uniôn, las cêlulas 
eran tratadas con autolisina para convertirlas en protoplastos. 
La cantidad de DNA que permanecla / unido a estes protoplastos 
correspondra al 40% de la uniôn detectada en cêlulas. Estes ni­
velés de uniôn a protoplastos son significatives sôlo si se rea­
lize la experiencia en presencia de una fuente de energîa, es 
decir si se produce una "uniôn profunda" previa entre el DNA y 
la cêlula receptora.
Por otra parte, SETO y TOMASZ (1975 b) detectaron un 
factor capaz de unir DNA en les sobrenadcintes de cêlulas que 
habîan side tratadas con autolisina (conversiôn en protoplastos) 
Estes autores suponen que dicho factor esté relacionado con les 
receptores del DNA.
Los hechos previamente descritos parecen indicar que 
les receptores serran liberados al medio durante el proceso de 
obtenciôn de protoplastos y êsta séria la causa de la baja capa- 
cidad de uniôn de DNA por dichas estructuras.
MILLER y cols. (1972), en el sistema de B. subtilis, 
comprobaron que les protoplastos obtenidos de cêlulas compéten­
tes no pueden ser transformados por DNA exôgeno. Ademâs, dichos 
autores no detectaban incorporaciôn del DNA transformante y, de- 
bido a este hecho, postulan que no existen receptores con afini- 
dad por el DNA en la superficie de los protoplastos. Los recep­
tores présentes en las cêlulas se perderian durante el proceso 
de obtenciôn de protoplastos. Sin embargo, no descartan la posi-
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bilidad de un desenmascaramiento de proteinas con afinidad por 
DNA, présentes en la superficie de la membrana, que quedarian 
expuestas al exterior despuês de la eliminaciôn de la pared 
celular.
PIECHOWSKA y cols. (1975) detectaron la formaciôn 
de complejos entre el DNA homôlogo y componentes de la membra­
na, en cêlulas compétentes de B. subtilis. Realizando pruebas 
de competiciôn en incorporaciôn entre DNA homôlogo y DNAs he-
terôlogos procedentes de colifagos y de E. coli, SOLTYK y cols.
*
(1975) observaron que el DNA de E. coli y del bacteriôfago T 6 
(mutante no glucosilado) eran capaces de competir con el DNA 
homôlogo y formaban, al igual que dicho DNA, complejos con cons- 
tituyentes celulares présentes en la membrana. PIECHOWSKA y 
cols. (1975) suponen que el DNA de E. coli competirîa con el 
DNA homôlogo en la formaciôn de dichos complejos, los cuales 
podrfan estar implicados en el transporte del DNA a travês de 
la membrana celular o en la recombinaciôn. El hecho de que el 
DNA de E. coli no se intégré en el cromosoma bacteriano de 
B. subtilis (PIECHOWSKA y cols, 1975) parece indicar que el 
complejo DNA-membrana esté implicado en la incorporaciôn del 
DNA y no en su integraciôn.
Los complejos formados por cêlulas compétentes y DNAs 
homôlogo y heterôlogos son sensibles a la pronasa y al pH, pero 
no liberan DNA, incluso cuando se trata con sarcosil a 37° C. 
Sin embargo, se puede detectar DNA libre cuando se emplean tra- 
tamientos con NaCl' a 70° C o con fend a pH 8 y temperatura am­
biante. Estas propiedades de los complejos recuerdan a las pro­
teinas de las envueltas celulares relativamente sensibles a los
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enzimas proteoliticos y a los detergentes, previamente descritas 
en otros sistemas (WORCEL y cols, 1974) . Estos datos estân de 
acuerdo con las observaciones de uniôn de DNA a membranas de 
B. subtilis letectadas mediante fraccionamiento de lisados ce­
lulares en un gradiente de renografina (DOOLEY y NESTER, 1973) 
o por autorradiografia (VERMEULEN y VENEMA, 1974 a).
Alguna luz sobre la posible funciôn de dichos comple- 
jes puede ser dada por las experiencias de SOLTYK y cols. (1975) 
Dichos autores detectan formaciôn de complejos con DNA monocate- 
nario de E. coli y del bacteriôfago T*6. Sin embargo, no obser- 
van complejos con DNA del fago T6 (el cual tiene 25% de sus re­
sidues 5-hidroximetilcitosina unidos a dos molêculas de glucosa 
y 75% no glucosilado) que es incorporado por las cêlulas compé­
tentes en un porcentaje muy bajo. Parece razonable suponer que 
los constituyentes celulares implicados en la formaciôn de taies 
complejos juegan algûn papel en el transporte del DNA. Esta hi- 
pôtesis esté apoyada por las observaciones de EISENSTADT y cols. 
(1975), los cuales detectan, en cêlulas compétentes, una protei- 
na capaz de unir DNA monocatenario protegiéndolo contra la acciôr 
de las nucleasas.
Finalmente, se deduce de los resultados descritos pre­
viamente que:
(1) La especificidad de la formaciôn de los complejos dépen­
de de la naturaleza del DNA.
(2) Las propiedades de estos complejos son similares a las 
de los formados con proteinas de membrana.
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La formaciôn de dichos complejos probablemente ocurra 
durante la incorporaciôn del DNA, pero como es usual en los ca- 
sos basados en técnicas de fraccionamiento celular, es dificil 
excluir que taies complejos se formen durante los procesos de 
lisis.
B.- ASOCIACION ENTRE DNA Y MEMBRANA IN VITRO
Con el fin de estudiar en profundidad las interacciones 
entre DNA y membrana, evitando las interferencias producidas por 
el metabolismo celular in vivo, se han empleado diverses siste­
mas in vitro que detallaremos seguidamente.
1. Interacciôn entre DNA y complejos pared-membrana
En el sistema de S. pneumoniae, SETO y cols. (1975) 
han realizado experiencias de uniôn de DNA a complejos pared- 
-membrana procedentes de cêlulas compétentes. Dichos autores 
observaron que estos complejos poseian una capacidad mayor de 
uniôn del DNA si se comparaba con los niveles detectados emplean- 
do una concentraciôn équivalente de cêlulas compétentes. Las pro­
piedades de la uniôn del DNA a los complejos eran similares a 
las presentadas por cêlulas compétentes. El pH y la temperatura 
ôptimos eran muy parecidos, aunque no idênticos. La uniôn era 
estimulada por EDTA e inhibida por los mismos reactivos que in- 
hiben la uniôn a cêlulas compétentes. Finalmente, una fracciôn 
considerable del DNA . unido por dichos complejos era resis- 
tente al tratamiento con desoxirribonucleasa pancreâtica.
Por otra parte, existian dos diferencias entre la 
uniôn del DNA a cêlulas compétentes y a complejos pared-membrana:
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(1) Los complejos parecen tener mayor nûmero de re­
ceptores con gran afinidad por el DNA que una masa équivalente 
de cêlulas.
(2) Los complejos pared-membrana, a diferencia de las 
cêlulas compétentes, no discriminan entre DNA mono y bicatenario
SETO y cols. (1975) suponen que los receptores espe- 
cîficos del DNA no son liberados durante el proceso de obten­
ciôn de los complejos pared-membrana. Ademâs, ya que los dos 
principales componentes de estos complejos (paredes y membranas) 
individualmente no unen cantidades apreciables de DNA, estos 
autores postularon que los polisacâridos présentes en la pared 
celular estabilizan, en taies complejos, los receptores especf- 
ficos del DNA componentes de la membrana.
Por otra parte, el incremento de la capacidad de uniôn 
del DNA présente en los complejos, comparado con las cêlulas com­
pétentes, sugiere que en las cêlulas intactas sôlo una fracciôn 
de todos los receptores potenciales présentes en ellas pueden 
unir DNA.
Finalmente, SETO y cols. (1975) trataron de explicar 
el hecho de que los complejos pared-membrana no discriminen en­
tre DNA mono y bicatenario. Los autores sugirieron que la pre- 
ferencia de las cêlulas por el DNA nativo es debido a que di­
chas molêculas pueden llegar hasta los receptores con mas fa- 
cilidad que el DNA monocatenario, no debiéndose este hecho a la 
existencia de dos receptores distintos para DNA nativo y DNA 
desnaturalizado. En las cêlulas intactas, el DNA bicatenario 
penetrarîa por los estrechos canales présentes en la pared celu­
lar alcanzando los receptores localizados en la membrana.
121.
En el sistema de B. subtilis, HAMPTON y ARCHER (1976) 
han realizado experiencias de uniôn de DNA a complejos pared- 
-membrana procedentes de cêlulas compétentes y no compétentes. 
Los dos tipos de complejos unfan mâs cantidad de DNA que sus 
contrôles respectives cêlulas intactas), aunque los complejos 
procedentes de cêlulas no compétentes unian sôlo el 10% compa­
rado con los complejos compétentes. Este ûltimo resultado no 
concuerda con las observaciones de SETO y cols. (1975), en el 
sistema de S. pneumoniae, ya que estos autores obtenian los 
mismos niveles de uniôn de DNA empleando complejos procedentes 
de cêlulas compétentes y de no compétentes. SETO y cols. (1975) 
sugieren que en las cêlulas no compétentes estân présentes los 
receptores y que durante el desarrollo de la competencia se pro­
duce un desenmascaramiento de dichos receptores. Sin embargo, 
los resultados obtenidos en el sistema de B. subtilis (HAMPTON 
y ARCHER, 197 6) parecen sugerir una discrepancia que reflejaria, 
al menos, una diferencia en el desarrollo de la competencia en­
tre los dos sistemas.
2. Asociaciôn entre DNA y mesosomas
Todos los resultados descritos en este capîtulo y en 
el anterior parecen indicar que los receptores especîficos del 
DNA estân situados en la membrana. Sin embargo, no hemos expues- 
to, todavfa la posibilidad de que la localizaciôn especîfica de 
dichos receptores se encuentre en los mesosomas (estructuras mem- 
branosas).
VERMEULEN y VENEMA (1974 b), en el sistema de B . sub­
tilis, trataron de establecer la relaciôn entre mesosomas y 
uniôn del DNA exôgeno. Para ello, realizaron estudios autorra-
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diogrâficos por microscopîa electrônica con el fin de analizar 
la cinëtica y la ruta de transporte del DNA transformante, 
asî como la localizaciôn inicial del DNA adsorbido irreversi- 
blemente. Estos autores analizaron la cantidad de granos de 
plata depositados sobre la superficie celular, los nucleoides, 
los mesosomas y el citoplasma libre de estructuras. VERMEULEN 
y VENEMA (1974 b) encontraron que la densidad de los granos 
es inicialmente mayor sobre los mesosomas y sus alrededores, 
mientras que en las demâs estructuras estudiadas y en el cito­
plasma la densidad es menor. Durante el transporte centrîpeto 
del DNA exôgeno hacia los nucleoides, no aparece un aumento 
de densidad en el citoplasma, aunque la densidad de los granos 
sobre los mesosomas y sus alrededores continûa siendo relativa­
mente grande. Estos resultados sugieren que el DNA transfor­
mante estâ l'ntimamente asociado con las estructuras mesosômicas 
y que esta asociaciôn persiste durante su emigraciôn hacia los 
nucleoides.
En otra experiencia, los autores emplearon como mues- 
tras para la autorradiografia secciones obtenidas de cêlulas, 
inmediatamente despuês de parar la incorporaciôn del DNA con de­
soxirribonucleasa I. Determinaron la densidad relativa de los 
granos de plata situados en los mesosomas y en las zonas que los 
rodean hasta una distancia de 60 nm. Estas zonas incluyen parte 
de las envueltas celulares. La cantidad de granos depositados 
en las zonas que cubren la superficie celular y las que cubren 
el citoplasma son casi iguales. Ademâs, la densidad de granos 
disminuye simêtricamente en funciôn de la distancia a los meso­
somas. Estos resultados parecen tambiên indicar que los mesoso­
mas son los lugares de ûniôn del DNA transformante, en el 
sistema de B. subtiJis.
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VERMUELEN y VENEMA (1974 b) pensaron que al existir 
dos tipos distintos de mesosomas, séria interesante determinar 
si el DNA transformante estâ asociado especificamente con am- 
bos tipos de mesosomas o con uno sôlo . Para ello, los autores 
compararon la distribuciôn total de los mesosomas (sin distin- 
guir los des tipos) y la distribuciôn de los granos de plata 
sobre las zonas celulares (T, TMI, M, MSI y S) observando que 
la distribuciôn de ambos era muy similar (Fig. 13). Ya que la 
distribuciôn de los dos tipos de mesosomas es completamente 
diferente en las zonas antes citadas, este resultado sugiere 
que tanto los mesosomas nucleares como los mesosomas de la 
membrana plasmâtica son capaces de unir DNA transformante.
HA^IPTON y ARCHER (1976) trataron las cêlulas en medio 
hipertônico con lisozima, provocando asi la extrusiôn del con- 
tenido mesosômico en el medio. Despuês, separaban estas estruc­
turas de los protoplastos mediante una centrifugaciôn diferen- 
cial. Los protoplastos eran entonces lisados por suspensiôn en 
medio hipotônico, obteniendo la "fracciôn citoplâsmica de la 
membrana". Estos autores realizaron pruebas de uniôn de DNA a 
las dos fracciones: mesosomica y citoplâsmica. La fracciôn me- 
sosômica unîa 40 veces mâs DNA que la otra fracciôn. Estos re­
sultados parecen indicar que los bajos niveles de uniôn obteni­
dos en la fracciôn citoplâsmica no son significativos y podrfan 
ser debidos a una baja proporciôn de mesosomas présentes en 
dicha fracciôn.
HAMPTON y ARCHER (197 6) concluyeron que sus datos 
coincidfan con la asociaciôn entre DNA exôgeno y mesosomas de-
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Fig. 13.- Distribuciôn de granos de plata y mesosomas eh varias 
zonas de cêlulas marcadas, con septo o sin êl. T zona 
terminal;M zona media de la cêlula; TMI zona interme­
dia entre T y M; S zona del septo; MSI zona intermedia 
entre M y S (segûn VERMEULEN Y VENEMA, 1974 b ) .
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tectada in vivo por VERMEULEN y VENEMA (1974 a, 1974 b) y , por 
tanto, dicha asociaciôn no serfa exclusivamente debida a la es- 
tructura y configuraciôn de los mesosomas en la cêlula compéten­
te, sino tambiên a la naturaleza fisicoqufmica del material 
intramesosômico.
3. Asociaciôn entre DNA y vesfculas membranosas
Los apartados anteriores sugieren que algunas estruc­
turas membranosas estân implicadas en la adsorciôn del DNA.
Con el fin de realizar una aproximaciôn experimental 
al problema, en sistemasin vitro, JOENJE y cols. (1974) aisla- 
ron vesfculas membranosas, mediante tratamiento con lisozima 
en medio hipotônico, de cultives compétentes de B. subtilis. 
Dichas vesfculas eran utilizadas para realizar experiencias de 
uniôn de DNA. Sus resultados muestran que las vesfculas son ca­
paces de unir DNA exôgeno, siendo esta uniôn dependiente de la 
temperatura, ya que se realiza mâs lentamente, y alcanza unos 
niveles mâs bajos, a 0° C que a 30° C . La adiciôn de magnesio 
al medio de reacciôn produce una disminuciôn de los niveles de 
uniôn a 30° C pero no a 0° C. ESta observaciôn se explica par- » 
cialmente por la presencia de una actividad nucleolftica de­
pendiente del magnesio que interfiere con la formaciôn del com­
plejo. Por otra parte, la uniôn del DNA a vesfculas se produce 
en un amplio range de pH, con un ôptimo a 4,5 y un pequeho mâ- 
ximo a 9,5.
La uniôn del DNA a las membranas parece requérir un 
DNA de elevado peso molecular, ya que el tratamiento con deso­
xirribonucleasa I destruye la afinidad del DNA por las vesfculas
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AdemâS/cuando së efectûa una rotura del DNA por fuerzas mecâ- 
nicas a fragmentes de 1,2x10^ Dalton , se produce una moderada 
pérdida de afinidad.
Es necesario resaltar que, el DNA monocatenario se 
une menos a las vesfculas que el DNA nativo, sobre todo cuando 
hay magnesio en el medio. Asf, cuando las experiencias de uniôn 
de DNA monocatenario se realizaban en presencia de EDTA, los 
niveles aumentaban significativamente. Este hecho podrfa expli- 
carse por la inhibiciôn de una nucleasa que requiriera magnesio 
y que degradara preferencialmente DNA monocatenario. Tal enzima 
nucleolftico ha sido detectado en el sistema de B. subtilis por 
BIRNBOIM (1966).
El tratamiento de los complejos DNA-vesfculas membra­
nosas con desoxirribonucleasa I produce una eliminaciôn del 80% 
del DNA unido. La fracciôn restante de dicho DNA unido, parece 
tambiên haber sido degradada por el enzima. Ya que la desoxi­
rribonucleasa no entra en el interior de las vesfculas, JOENJE 
y cols. (1974) concluyen que el DNA estâ localizado en la super­
ficie externa de dichas estructuras.
Por otra parte, los mismos autores comprobaron que 
las curvas de respuesta a la dosis (cantidad de DNA unido tren­
te a concentraciones de DNA) obtenidas en vesfculas, presenta- 
ban distinto comportamiento que las curvas de transformaciôn 
obtenidas con cêlulas intactas. La cantidad de DNA unido por 
las vesfculas segufa aumentando hasta una concentraciôn de DNA 
superior a 100^ g/ml, mientras que, en las cêlulas para la trans­
formaciôn, se encuentra un nivel de saturaciôn definitive a
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1 ykg/ml de DNA. Sin embargo, los niveles de uniôn detectados 
empleando cêlulas siguen aumentando para una concentraciôn de 
DNA superior a ly^ g/ml. Esto indicarfa que las cêlulas poseen 
receptores no implicados en la transformaciôn genetica y que 
parte del DNA unido no serfa activo en la transformaciôn.
JOENJE y cols. (1975), en el sistema de B. subtilis 
realizaron experiencias de uniôn de DNA transformante a vesf­
culas membranosas procédantes de un cultive fraccionado por 
gradientes de renografina. Tanto las vesfculas aisladas a par­
tir de la fracciôn compétente como las de la fracciôn no compé­
tente eran capaces de unir el DNA. Sin embargo, las vesfculas 
compétentes poseian mayor capacidad de uniôn que las no compé­
tentes.
Los dos tipos de subpoblaciones presentaban 3 niveles 
de saturaciôn en las curvas de respuesta a la dosis. Estos ni­
veles sugieren la existencia de très tipos de receptores con di­
ferente afinidad por el DNA, siendo saturados a l ,  10 y 70 y<-g/ml 
de DNA respectivamente.
Los resultados de estos autores parecen indicar la 
presencia de un mayor nûmero de receptores accesibles, por mi- 
crogramo de proteina, en las vesfculas compétentes que en las 
no compétentes y, ademâs, los receptores con mayor afinidad 
(saturados con 1^ g / m l  de DNA) serfan los mâs abundantes. Es 
probable que este tipo de receptores este implicado en el pro­
ceso de transformaciôn.
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El hecho de que las vesfculas obtenidas de cêlulas 
no compétentes sean capaces de unir DNA mientras que cêlulas 
no compétentes no lo unan, parece indicar que los receptores 
del DNA estarfan présentes en las cêlulas no compétentes, pero 
la pared celular los enmascararfa. De este modo, la adquisiciôn 
del estado de competencia requerirfa un cambio en dicha pared 
para permitir que el DNA interaccione con los receptores. Este 
modèle serfa similar al descrito en el sistema de S . pneumoniae 
(SETO y TOMASZ, 1975 a ) .
VIII. ESTADO ACTUAL DEL TEMA
A la vista de la revision bibliogrâfica previamente 
expuesta, podemos concluir que, aunque los mécanismes intimes 
de la transformaciôn bacteriana se van clarificando, aûn quedan 
numerosas incôgnitas por ser resueltas.
Entre estas incôgnitas, caben destacar los procesos 
implicados en las etapas de uniôn e incorporaciôn del DNA exô­
geno. Aunque, indudablemente, en el sistema de S . pneumoniae 
los progresos realizados en los ûltimos anos han sido muy no­
tables, no es éste el case en los otros sistemas de transfor­
maciôn, especialmente en B. subtilis. A pesar de las évidentes 
diferencias entre ambos sistemas microbianos, recientemente se 
estâ intentando establecer un paralelismo cada vez mâs estrecho 
entre los mecanismos de transformaciôn de pneumococos y B. sub­
tilis . No obstante, este paralelismo puede ser artificioso, dado 
que se conoce muy poco acerca de las primeras etapas de la incor­
poraciôn del DNA en B. subtilis. Asi, por ejemplo, los modelos 
que se han postulado para estas etapas en pneumococos, se han
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pretendido extender a B. subtilis, sin que existan pruebas 
expérimentales directes que apoyen esta hipôtesis. Nuestro 
trabajo experimental pretende arrojar alguna luz sobre esta 
problemâtica, dado que nos parece apasionante el desentranar 
los procesos que permiten a una pequeha cêlula bacteriana el 
reconocer, procesar e incorporar las macromolêculas de DNA.
P A R T E
E X P E R I M E N T A L
I. MATERIAL Y METODOS
En este capîtulo se detallarân las estirpes bacte- 
rianas y los bacteriôfagos empleados en la parte experimental, 
asî como los medios de cultive y las técnicas utilizadas,
A.- MATERIAL Y MEDIOS DE CULTIVO 
1 Estirpes bacterianas y bacteriôfagos.
En el cuadro IV aparecen recogidas las bacterias y 
los fagos empleados en nuestro trabajo, asî como sus marcado- 
res genéticos y procedencia.
2.- Medios de cultive
Los medios de cultive liquides empleados para la mul- 
tiplicaciôn y puesta en competencia de las distintas estirpes 
de B. subtilis fueron el descrito por BOTT y WILSON (1968)^ de- 
nominado BW^y los medios GMl y GM2 descritos por YOUNG y WILSON, 
(1972).
H Pi
U o O W
Ï3 z % < < < ■ MW D D a a a en
Q O O w M w wW >1 >1 z a a
U w Ai Gg > > >
« W W &
A4
Al A, ü o CD Ai
Pi
■H 
P  
0 
(U (ü Pi
A3 Dir-I A3
a >1 rH a
H Eh 0 Eh
D U a
g 00 <U A3 g
B d P a Eh
•H 0 
P P gC <ü rH <
i ^EH <  U CD Ü
g
g
ü
(C
w
o
ü
3
rHtJ'
OJ
nu
132
M
m
<DI—1
I
10
oCPtoU-l
\o
•H
U
<ü
-P
Ufd
Xi
wnJ
Ccd
•H
M
<U4J
ü
(d
Xi
(fi
0)
Q*
U
•H
-P
W
W
>
H
I
U
g
M
B
I
3
H
H
W
S
B
M
g
CM
«
I
CO
•H
Xi
PQ
I
4J
e
ro
I
(0
>1
m
I
+j
e
CM
U
I
&4J
n
t
CO 
>1 
r—I
U
rH
a
<d
0tT>
en •H 0g O m P Oa o o C er
en m n 0 0 0
H CO O 0 p
a 0 m m rH CM C^ tH 03 ü VD
< •H D D CD CD CD Pi U •H •Hg P Pi Pi O rH CM < a P pPi 0) X o euo p CO CO W W W 0 •H po u •H •H •H •H •H •H •H eu a o
Pi 0 rH rH rH -H .H rH TU 0u P3 ■H •H •H •H •H •H •H O •H 03
M P P P P P P 00^ XJ P P rQ Xi P P > 0
0 0 0 0 0 0 0 rH C3 rH
CO 10 W w CO 0 0 A,
a Alm m 03 03 03 m m W en
O
"OIdI—(
•H
(0
Ou
0rH
0 >1 0 0
p p x: 1 CM > >
p O p A rH rH
P P 1 P 0 0
0 P CM 00 P 0 0
vO U VO
P p . 1 1 rH 1 CM II 1 1 0 0
>1 0 a TU 0 Û4 (U eu eu eu
P P p C ■H P TU p •H •H
eu a p •H rC P 0 p p p
0
•H
I—1
•H t4 •H
P rH rH
A rQ 0 0
< 0 ü ua 0
H
0 CD 00 03 A3 A3
•H H en
0 Ai VO eu eu eu
eu O CD CD CD a TU TU TU
EH in U
W 00 00 00 00 00 CM 00 U CM O o 0
0 Aj VO VO VO VO VO 03 VO rH TU TU TU
P Ai rH rH rH rH rH en 1—1 < a 0 0 0
0 H rH rH rH
eu EH 0 0 0
en •H •H •H
c A3 0 0 0
CO 
Id 
CO 
id 
p  
O  M-l 
CO Id c 
p  id 
id P 
Dr-P
O r—1 
TJ -H 
Id CO
m o 
0 u 
t r  0 
o rH rH en 
Xi I
(U
c ^Id iH 
p  H  
0 CO
•d* 0
P I
•6 Zf
0
Ü
VUiH
e
id
G
0
CO
o
'O
•H
C
0
id
C
•H
CO
o
p
•H
0
rH
•H
p
1
g
p
•iH
x;
I
in
eu
*ü
(0
o
0
'd
'H
CO
(U
p
CO
o
rH
CO
o
'd
o
p
(U
c
(U
•H
p
oen
0
p
eu
p
0]
eu
(U
<
g
w
'f
Eh
*
E-
133.
a) Medio BW
KHgPO^ .....................................7,6 g
KgHPO^ .................................. 12,4 g
(NHj)] SO4 ................................. 2 g
Mg SOU. 7H? 0 ................................. 0,72 g
Citrate trisôdico ............................. 1 g
G l u c o s a ................. ......................  5 g
Agua destilada y desionizada c.s.p..........  1000 ml
pH = 6,7
El medio de BOTT y WILSON complete (BWC) fue modifi- 
cado por WILSON y BOTT (1968) y contiene, ademâs de los compo­
nentes del BW, 25yZ^g/ml de cada uno de los siguientes aminoâci- 
dos; histidina, triptôfano, arginina, valina, lisina, treonina, 
glicocola, metionina y asparragina.
b) Medio GMl
(NHj)2 SO4  ..........................  0,2 g
K^H PO 4...... ....................................... 0 , 4  g
KH 2 PO 4...... ........................... .. 0 , 6  g
Citrate trisôdico ....................... . . . .  0,1 g
Mg SO 4 . 7 Hr,0 ............................... 0,02 g
G l u c o s a ...........................................  0,5 g
Extracto de l e v a d u r a .......... ..................  0,1 g
Hidrolizado de casefna .........................  0,02 g
Agua destilada y desionizada c.s.p...............  100 ml
pH = 7,0
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c) Medio GM2
G M l ................................................  100 ml
CaCl2 .............................................. 5,55 mg
MgCl 2 .............................................. 23 , 8  mg
d) Medio TY
El medio TY fue empleado para la multiplicaciôn de 
la estirpe MCB de B. subtilis con el fin de aislar el bacte­
riôfago SPPl. La composiciôn de dicho medio se detalla a con- 
tinuaciôn:
T r i p t o n a  10 g
Extracto de levadura .............................. 5 g
Mg SO^. V H y O ......................... ............. 1,2 g
Mn SO 4 . . . .........................................0,151 g
NaCl . . . ............. .. ....................... 5 g
Agua destilada y desionizada c.s.p............... 1000 ml
pH = 7,3
e)Medio M-9
Este medio fue utilizado para multiplicar E. coli 
K704 y asî poder aislar los fagos T4 y T*4.
NH^Cl.  ........................................... 1 g
KH 2 P0  ^ . . ........................... .............. 3 g
......................................... 6 g
Glucosa  ......................................... 5 g
MgSO^  ......... ...................... 0 , 4  g
A d e n i n a ............................................10 mg
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C i t o s i n a ....................................... 10 mg
U r a c i l o ....................................... 10 mg
T i a m i n a ....................................... 5-mg
Casaminoacidos (sin vitaminas) .............. 2,5 g
Tripto f a n o....................................  50 mg
Desoxiadenosina . . . . .  .................  0,25 g
Agua destilada y desionizada c.s.p..........  1000 ml
f) Medio TY sôlido
Para el recuento de cêlulas viables se emplearon 
plaças de TY:
Extracto de levadura 
Bacto-Triptona . . .
NaCl . . ...........
MnS04. . ........
Bacto Agar .........................
Agua destilada y desionizada c.s.p 
Ajustar a pH 7 con NaOH 10 M
g) Medio mînimo para plaças
5 g 
1 0  g 
5 g 
0,151 g 
15 g 
1 0 0 0  ml
En los experimentos de transformaciôn se emplearon 
plaças de medio mînimo (MM):
K H g P O ^    6 g
K 2 HPO 4 ........................................  10 9
Citrato trisôdico ...........................  0 , 8 g
(NH4 ) 2 SO 4 ...................................... 1/6 g
G l u c o s a ........................................  10 g
1 3 6 .
V a l i n a ......................................... 50
L i s i n a ......................................... gg mg
T r e o n i n a ....................................... g g  ^g
A s p a r r a g i n a .................................. g g  mg
G l i c o c o l a ......................................sg mg
A r g i n i n a ................................... .. 5 g  mg
H i s t i d i n a ..................................... 5 g  mg
Bacto A g a r .................................... 21 g
Agua destilada y desionizada c . s . p ..........  1000 ml
3.- Soluciones
a) . Para la obtenciôn de vesfculas membranosas se emplearon 
los tampones fosfato 0,1 M y  0,05 M a  pH 7 y 8 respectivamente 
Para preparar estos tampones se utilizaron soluciones stock de 
^ 2 HP0 4  y KH 2 PO4 IM, diluyendo a la molaridad adecuada y ajustan- 
do el pH al valor deseado.
b ) . Como disolvente de los DNAs bacterianos y fâgicos se 
empleô la soluciôn citrosalina estândar (SCS) cuya composiciôn 
es :
N a C l ..............................................8,4 g
Citrato trisôdico .............................. 4,4 g
Agua destilada y desionizada c.s.p........... 1000 ml
c ) . Para realizar las diluciones de recuento de cêlulas 
viables y transformantes se empleô soluciôn salina:
N a C l ..............................................8,5 g
Agua desionizada y destilada c.s.p............. 1000 ml
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d ) . Las soluciones de desoxirribonucleasa pancreâtica I 
(DNasa) (con una actividad de 90 unidades/yxg) se prepararon 
en MgS0 4  4^ a una concentraciôn final de 1 0  ^ unidades/ml.
La soluciôn asî obtenida se distribuyô en tubos con 1 ml y s e . 
guardô congelada a -20° C. Antes de su empleo, la DNasa fue 
descongelada râpidamente en un bano a 45° C. Despuês de su uso 
se almacenô a 4° C, evitando nuevas congelaciones posteriores.
e ) . Como diluyente de los bacteriôfagos se utilizô la so­
luciôn denominada TBT, cuya composiciôn se indica a continua- 
ciôn:
NaCl'.............................................. 5,84 g
Tris (hidroximetil)aminometano ................  12,1 g
MgCl2 ............................................2,03 g
Agua destilada y desionizada c.s.p. . . . . . .  1000 ml
Se ajusta el pH a 7,2 con HCl fumante.
4. Reactivos
Todos los reactivos quîmicos utilizados pertenecen 
a la casa comercial MERCK (Darmstadt, Alemania), excepte los 
que se indican a continuaciôn: DNasa I y lisozima de Worthing­
ton Biochemical Co.; extracto de levadura,Bacto Triptona y ca- 
saminoâcidos sin vitaminas de Difco Laboratories; seroalbûmina 
bovina de Sigma Chemical Co.; sacarosa de British Drug House 
Ltd (BDH); ^H-timidina de The Radiochemical Centre Amersham; 
Readysolv Solution VI de Beckman; Instagel de Packard Instruments 
Co;
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B. TECNICAS
1. Obtenciôn de DNA bacteriano
a) Extracciôn y purificacion del DNA transformante
El DNA bacteriano se obtuvo de las estirpes de 
B. subtilis OGl y RUB 305 y de M. lysodeikticus.
Las cêlulas bacterianas que han estado multiplicân- 
dose hasta alcanzar el final de la fase logaritmica a 37° C 
en un agitador New Brunswick R-26 a 250 rpm se centrifugan a 
4000xg durante 15 minutes en una centrîfuga Beckman J21 B,
en frio y se lavan con soluciôn salina y EDTA a pH 8 . El se-
dimento se pesa y se resuspende en soluciôn salina con EDTA
(0,15 M NaCl y 0,1 M EDTA a pH 8 ), anadiendo 10 ml de la so­
luciôn por cada g de peso fresco de cêlulas.
Se calienta a 30° C y se anade lisozima (40 mg por 
g de cêlulas) mezclando con varilla de vidrio. La mezcla se 
calienta a 37° C en bano maria y se incuba durante 1 hora.
Una vez lisado el cultive se anade dodecilsulfato 
sôdico (SDS) para dar una concentraciôn final del 1%, prosi- 
guiendo la incubaciôn a 37° C durante 3 0 minutes mâs.
A continuaciôn se anade una soluciôn de pronasa en 
NaCl 0,01 M (autodigerida a 37° C durante 2 a 3 horas) para 
dar una concentraciôn final de 2 mg por ml, incubando a 37° C 
de 2 a 4 horas. Despuês se adiciona una soluciôn de ribonucleasa
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en NaCl 0,15 M a una concentraciôn final de 100 yu,g/ml. Para 
eliminar el RNA présente en los extractos celulares. La RNasa 
se ha digerido previamente a 80° C durante 10 minutes para des- 
truir cualquier posible actividad DNâsica contaminante. Este 
tratamiento se prosigue durante 60 minutes a 37° C.
Seguidamente el extracto se fenoliza, adicionândole 
fenol reciên destilado saturado con TBT, volumen a volumen 
(v/v). La mezcla se agita suavemente a temperatura ambiente 
durante unos 5 minutes y a continuaciôn se centrifuga durante 
10 minutes a 7800xg en el rotor JA20 en frfo. La fase 
acuosa se trata con fenol de nuevo como hemos indicado previa­
mente y por ûltimo se dializa contra SCS a 4° C durante 24 ho­
ras, haciendo varies cambios. Posteriormente, se vuelve a tra- 
tar con RNasa (50yug/ml) 2 horas a 37° C y se repite la fenoli- 
zaciôn. Despuês de dializar contra SCS durante 24 horas la mues- 
tra de DNA purificado se précipita con dos volûmenes de etanol 
frio y se disuelve en SCS.
b) Extracciôn y purificaciôn del DNA bacteriano tritiado
Para la obtenciôn de este DNA se ha empleado la es­
tirpe 2G7 de B. subtilis inoculada en 100 ml de medio BW mînimo 
(sin aminoâcidos) suplementado con 2,5 mg por ml de casaminoâci- 
dos, 50yOg por ml de triptôfano, lyt^g por ml de timina fria y 
1 mCi de ^H-metiltimidina. Se incuba a 37° C con agitaciôn du­
rante toda la noche. Al dîa siguiente se centrifuga el cultive 
a 4000xg durante 15 minutes en un rotor JA 10 y se lava con 
soluciôn salina-EDTA, pH 8 .
El sedimento se utiliza para purificar el DNA tritiado 
de forma similar a como se ha descrito para el DNA frio.
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La actividad especîfica del ^H-DNA variaba entre 
60.000 y 1 2 0 . 0 0 0  cpm/^g.
2. Purificaciôn de los bact.eri6 f agos
a) Aislamiento del fago SPPl
Se inoculan 200 ml de medio TY con la estirpe
B. subtilis MCE (SPATZ y TRAUTNER, 1970) y se incuban a 
37° C, con una agitaciôn de 250 rpm hasta alcanzar una 
densidad ôptica (D.O.) a 550 nm de 0,60, que corresponde
g
a un nûmero de viables de 10 células/ml. Entonces se ana- 
de el fago al cultivo para dar una multiplicidad de infec- 
ci6 n (m.d.ij de 1/75 a 1/100, es decir, una partîcula de 
fago por cada 75 6  100 bacterias.
Una vez que el cultivo ha sido infectado con el fago, 
se prosigue la incubaciôn a 37° C con agitaciôn durante 4 ho- 
ras mas. A continuaciôn se ahade cloroformo en una proporciôn 
1/50 para eliminar las cêlulas bacterianas que pudieran quedar 
vivas. Después de 30 minutes, se adiciona DNasa a una concen- 
traciôn de 10^ unidades para 250 ml de cultivo, y se incuba 
durante 10 minutes mâs a 37° C. Seguidamente, se centrifuga 
la muestra a 2000xg durante 15 minutes a 4° C, en un rotor 
JAlO. El sobrenadante que contiene el fago, se trata con NaCl 
a una concentraciôn final de 0.5 M y  polietilenglicol (PEG) al 
10% (concentraciôn final) durante 16 horas. Después de realiza- 
do este tratamiento, el lisado se centrifuga a 2 0 0 0 xg durante 
15 minutoL en un rotor JAlO, resuspendiendo el sedimento en so- 
luciôn salina.
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La suspension de fago obtenida se centrifuga a 4* C 
en gradientes preformados de CsCl a lOO.OOOxg durante 120 mi­
nutes en una ultracentrifuga Spinco, modèle L-2, empleando un 
rotor de ângulo fije 40 Ti El fago se sépara en una zona proxima 
al fonde del tube y después de ser extraido por punciôn del tube 
se dializa contra TBT'a 4° C durante 24 horas.
En la figura 14 se muestra una fotografia al micros- 
copio electrônico del bacteriôfago SPPl purificado. Para elle, 
a una gota de la suspensiôn del fago se ahadiô otra gota de una 
disoluciôn de fosfotungstato sôdico al 2%, pH 7. Una gota de la 
mezcla fue depositada sobre una rejilla de cobre recubierta con 
carbono. El exceso de liquide, una vez transcurrido 5 minutes, 
se élimina mediante un papel de filtre y las muestras se exami- 
han en un microscopio electrônico Philips EM 300 a 80 Kv.
b) Aislamiento de los fagos T4 y T*4
La bacteria E. coli K704 se inocula en el medio TY 
y se incuba a 37° C con agitaciôn hasta que alcanza una D.O. a 
600 nm (D.O.^q q ) de 0,40. En ese memento se infecta el cultivo 
con los fagos (un cultive para cada tipo de fago), para dar 
una multiplicidad de infecciôn (m.d.i) de 0,1. Se prosigue la 
incubaciôn en las mismas condiciones durante 4 horas y después 
se emplea el mismo procedimiento de aislamiento y purificaciôn 
descrito para el fago SPPl.
En las figuras 15 y 16 se muestran microfotograffas 
de los bacteriôfagos T4 y T*4 realizadas en las mismas condi­
ciones que para el bacteriôfago SPPl.
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Fig. 14.- Microfotografîa del bacteriôfago SPPl purificado 
(X343.000)
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Fig. 15.- Microfotografîa del bacteriôfago T4 purificado 
(X147.000).
144.
Fig. 16.- Microfotografia del bacteriôfago T*4 purificado 
(X97.500).
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c) Aislamiento de los fagos T4 y T*4 tritiados
Se inocula el medio M9 con la bacteria E. coli K7 04 
para dar una D.O. a 600 nm inicial de 0,20. Cuando el cultivo 
alcanza una D.O.^qq de 0,80, se infecta con los fagos, adicio- 
nando al mismo tiempo triptôfano a una concentraciôn de 50 yu_g/ml 
La m.di. utilizada con los dos fagos es de 5. Después de 10 mi-
3
nutos de incubaciôn, se anaden 20yttCi/ml de H-metiltimidina y 
se prosigue la incubaciôn a 37° C, con agitaciôn durante unas 
4 horas, hasta que se produce la lisis. Seguidamente se procédé 
al aislamiento de los fagos como se ha descrito previamente.
3. Extracciôn de los DNAs fâgicos
El fago purificado se diluye hasta dar un titulo apro- 
12ximado de 2 x 1 0  unidades formadoras de plaças por ml, diluyendo 
con TBT. A la suspensiôn fâgica se le anade un voluraen igual de 
fenol recién destilado saturado con TBT, y después, agitando 
suavemente a temperatura ambiente durante 5 minutes, se observa 
un gran aumento de viscosidad. La muestra se centrifuga a 4° C 
durante 10 minutes a 7800xg en un rotor JA20. La fase acuosa 
se trata de nuevo con fenol tal como hemos indicado y, por ûl- 
timo, se dializa frente a SCS a 4° C durante 24 horas, realizan- 
do varies cambios.
La actividad especîfica de los DNAs tritiados variaba 
de 60.000 a 1 2 0 . 0 0 0  cpm/yuq.
146.
4. Deterininaciôn de DNA, RNA y proteinas.
a) Valoraciôn de DNA
Se ha empleado el método de medida espectrofotoraëtri- 
ca directa del DNA. Dicha valoraciôn estâ basada en el hecho de 
que los âcidos nucleicos presentan un mâximo de absorciôn a una 
D.O.260* Este método se emplea para determinar la concentraciôn 
de DNA en muestras purificadas, teniendo en cuenta que una ab­
sorciôn de 1,0 corresponde a una concentraciôn de 50 /fg/ml de 
éste âcido nucleico. Las determinaciones se realizaron en un 
espectrofotômetro Beckman, modelo 25.
b) Valoraciôn de RNA
Las determinaciones de RNA se realizaron empleando 
el método del orcinol (SCHNEIDER, 1957) . Para preparar el 
reactivo del orcinol, se disuelve 1 g del producto, inmediata- 
mente antes de usar, en 1 0 0  ml de écido clorhîdrico concentrado, 
conteniendo 0,5 g de cloruro férrico. Una vez preparado el 
reactivo, se adiciona 1,5 ml de éste a 0,2 ml del extracto que 
contiene RI'JA . Después, se calienta la mezcla en un baho de agua 
hirviendo durante 20 minutes. Finalmente se valora la cantidad 
de RNA midiendo la absorbancia de la muestra a 660 nm. Como con­
trôles se empleaban diluciones de RNA a concentraciones que va- 
riaban entre 500 y 10 g/ml y se utilizaban como muestras para 
determinar su D.0 .g5 Q, construyéndose una curva patrôn que per- 
mite determinar la concentraciôn de RNA en la muestra problema.
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c) Valoraciôn de proteinas
En este trabajo experimental se ha utilizado el mô- 
todo de LOWRY y cols. (1951). Para ello se preparan las siguien- 
tes soluciones:
Soluciôn A , formada por: 1,44 g de carbonate sôdico disueltos 
en 48 ml de hidrôxido sôdico 1 N; 40 mg de tartrato sôdico po- 
tâsico disueltos en 1 ml de 2 0  mg de sulfate de cobre en
1 ml de agua.
Soluciôn B , preparada a partir del reactivo del fenol de Folin- 
-Ciocalteus, diluyendo 3,5 ml de este reactivo en 7 ml de agua.
Se precede adicionando 2 ml de la soluciôn A a 200 /{I 
de la muestra problema, se mezclan y se mantienen durante 1 0  
minutes a temperatura ambiente. Después, se anaden 0,2 ml de 
la soluciôn B mezclando rapidamente con agitaciôn fuerte. Se 
deja la mezcla de reacciôn durante 30 minutes a temperatura 
ambiente y se lee la absorbancia a 660 nm frente a un blanco 
con 0 , 2  ml de agua como muestra.
Para determinar la concentraciôn de proteinas présen­
tes en la muestra es necesario hacer una curva de calibrado con 
seroalbümina bovina a concentraciones de 100 a 500 yucg/ml y 
comprobar a gué concentraciôn de proteinas corresponde la D.O. 
de la muestra problema.
5. Curvas de crecimiento
El crecimiento bacteriano puede ser detectado midien­
do la turbidez del cultivo a distintos tiempos. Las determina­
ciones de densidad ôptica de los cultivos se realizaron a 550 nm.
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mientras no se indique lo contrario, utilizando un espectrofo­
tômetro Bausch & Lomb. modelo Spectronic 20. Paralelamente, se 
realizan recuentos de viabilidad celular en plaça, utilizando 
las diluciones apropiadas segdn el método habituai.
6. Métodosde puesta en competencia
a) Método de BOTT y WILSON (1968) modificado por GARCIA 
(1974) .
A partir de una plaça de TY, almacenada a temperatura 
ambiente, en la que se mantienen aisladas colonias de la estir­
pe de B. subtilis deseada, se inocula una colonia en un matraz 
que contiene medio TY y se incuba a 37° C , con agitaciôn (250 
rpm) durante 10-14 horas. El cultivo se centrifuga y las célu- 
las se resuspenden en medio BW, suplementado con 25yxg/ml de 
cada uno de los requerimientos auxotrôficos de la estirpe em- 
pleada. La suspensiôn se distribuye en una serie de matraces 
de monod, en los cuales se ajusta una D.O. 5 0 0  varia entre
0,01 y 0,08. Los cultivos se incuban a 37° C agitando a 250 rpm 
durante toda la noche. A la mahana siguiente se selecciona el 
matraz cuya D.O. indique que el cultivo esté terminando la fase 
de latencia. Cuando comienza la fase exponencial se van tomando 
muestras del cultivo para ensayos de viabilidad y competencia. 
El mâximo de competencia se sitûa al tiempo T^^^res decir 2,5 
horas después del cese de la fase exponencial de crecimiento
(?o) •
b) Método de YOUNG y WILSON (1972)
Se inocula un matraz de monod, que contiene 10 ml 
de GMl, con una colonia de la estirpe de B. subtilis que quie- 
re ser puesta en competencia. Dicho inôculo se incuba en una
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estufa a 30° C sin agitaciôn durante 14-16 horas, teniendo la 
precauciôn de que el medio se encuentre situado en la prolonga- 
ciôn lateral del matraz.
Después de este perîodo de tiempo se coloca el matraz 
de monod en un incubador con agitaciôn (350 rpm) a una tempera­
tura de 37° C y se prosigue la incubaciôn leyendo la DO 5 5 Q cada 
15 minutes. Noventa minutes después de que las cêlulas han aban- 
donado la fase exponencial, se ahade al cultivo dimetilsulfôxi- 
do al 5% y se congelan las cêlulas râpidamente en una mezcla de 
alcohol y nieve carbônica, almacenando dicho cultivo en un con- 
gelador Harris a -70° C.
Cuando se deseaba utilizar un cultivo compétente, 
las muestras eran râpidamente descongeladas ,y diluidas 1 : 1 0  en 
medio GM2, procediendo a incubar las cêlulas a 37° C con agita­
ciôn (350 rpm) durante 1 hora mâs. En este tiempo se encuentra 
situado el mâximo de competencia.
c) Método de JOENJE y co3s. (1975)
Los cultivos compétentes son obtenidos inoculando 
con una colonia de la estirpe bacteriana deseada 500 ml de 
medio mînimo de BW suplementado con 200^  g/ml de hidrolizado 
de caseina y 25yt« g/ml de los requerimientos auxotrôficos.El cul­
tivo se incuba a 37° C , con agitaciôn vigorosa (350 rpm) duran­
te toda la noche. Por la mahana, se diluye dicho cultivo con 
medio BWC para dar una DO 5 Q0 de 0,12-0,14. Después, se prosigue 
la incubaciôn en las mismas condiciones durante 6 a 7 horas, 
que es cuando se alcanza la competencia mâxima.
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7. Procedimiento de transformaciôn
a) Método usual
A muestras de 0,45 ml de cêlulas que han alcanzado 
el estado de competencia por cualquiera de los procedimientos 
previamente descritos, se adiciona 0,05 ml de una soluciôn de 
DNA preparada a lOyi g/ml y la mezcla es incubada. a 350 rpm y 
a 37° C . Después de 45 minutes de incubaciôn^salvo en las ex- 
periencias que se indiquen en los resultados,se para la reac­
ciôn ahadiendo 50 unidades de DNasa I continuando la incuba­
ciôn durante 5 minutes mâs.
Las diluciones de la muestra del cultivo se hicieron 
en soluciôn salina y se sembraron sobre plaças de medio mînimo
b) Transformaciôn en presencia de EDTA
Se anaden distintas concentraciones de EDTA a un cul­
tivo compétente incubando a 37° C durante 5 minutes. Después 
se adiciona DNA (1 yA g/ml) y se prosigue la incubaciôn durante 
20 minutes mâs. A continuaciôn, se anaden distintas concentra­
ciones de magnesio y se para la transformaciôn adicionando 
DNasa I a los tiempos y concentraciones indicados en los re- 
sultados. Los contrôles se realizan ahadiendo a los cultivos 
agua destilada y desionizada en lugar de EDTA.
8. Câlculo del nûmero de cêlulas viables y transformantes
Para determinar el nûmero de cêlulas viables en un 
cultivo bacteriano se hacen diluciones del mismo en soluciôn
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salina, tomando 0 , 1  ml de la diluciôn deseada y ahadiendo el 
inôculo sobre una plaça de TY para distribuirlo homogéneamente 
con una espâtula bacteriolôgica. Estas plaças se incuban en 
una estufa a 37° C durante 14 a 18 horas,
El nûmero de transformantes présentes en un cultivo se 
détermina diluyendo apropiadamente este cultivo con soluciôn sa­
lina y adicionando 0,1 ml de esta diluciôn a una plaça de MM.
Se distribuye el inôculo con espâtula y se incuban las plaças 
en estufa a 37° C hasta que las colonias transformantes son 
visibles (18 a 2 0  horas).
9. Determinaciôn de radioactividad.
Para determinar la radioactividad de una muestra
dada se procediô a lisarla. En el caso de las cêlulas, los com- 
plejos pared-membrana y las paredes, la lisis se efectuô por 
adiciôn de lisozima (500^kg/ml) e incubando las muestras duran­
te 30 minutes a 37° C en estâtico. Los protoplastos eran resus- 
pendidos en medio hipotônico para provocar su destrucciôn y agi- 
tados fuertemente.
Las vesîculas membranosas eran disueltas por adiciôn 
de SDS al 5% y posterior incubaciôn a 37° C en estâtico durante 
30 minutes.
Las muestras asi tratadas ( 1 ml ) eran colocadas en 
un vial junte con 5 ml de liquide de centelleo (Readysolv o 
Instagel) y contado en un contador de centelleo liquide Inter­
technique. El fonde (entre 20-50 cuentas por minutes (cpm))se 
restaba de l a s  cuentas de cada ensayo.
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10. Uniôn e incorporaciôn de DNA a las cêlulas
a) Uniôn del DNA
Los cultivos compétentes eran centrifugados y resus- 
pendidos en medio fresco para dar una concentraciôn final de
Q
10 cêlulas/ml. Seguidamente se adicionaba DNA tritiado (lyog/ml) 
a las muestras y se incubaba la mezcla de reacciôn a 37° C con 
agitaciôn (350 rpm) durante 10 minutes (salve en los cases in­
dicados en los resultados). Después de la exposiciôn al DNA, las 
muestras eran colocadas en frie y diluidas (1 :1 ) con medio fres­
co (colocado en hielo), para parar la reacciôn. Entonces se cen- 
trifugaban las suspensiones a 4° C, a 7 800xg durante 10 mi­
nutes, empleando un rotor JA20. Después, las muestras se lavaban 
dos veces empleando el medio apropiado para cada caso. Los se- 
dimentos se lisaban como hemos descrito previamente y se conta- 
ba la radioactividad de las muestras.
b) Incorporaciôn del DNA
Los cultivos compétentes se centrifugaban y concen-
o
traban para dar aproximadante 10 cêlulas viables/ml. A estas 
muestras se ahadia DNA tritiado (1 yug/ml) y después de incubar 
a 37° C durante 20 minutes con una agitaciôn de 350 rpm, se 
adicionaba DNasa I (1000 unidades/m.l)prosiguiendo la incubaciôn 
en las mismas condiciones durante 10 minutes mâs. Después, las 
muestras eran centrifugadas en un rotor JA20 a 7800xg duran­
te 1 0  minutes en frfo y lavadas dos veces con medio sin magnesio. 
Finalmente se procadîa a lisar las cêlulas y a medir la radioac­
tividad présente en las muestras.
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11. Aislamiento de protoplastos y uniôn de DNA a dichas estruc- 
turas.
a) Aislamiento de protoplastos
Cultivos celulares que habian estado multiplicândose 
en un medio que permitîa el desarrollo de la competencia eran 
centrifugados en frfo a 5500xg en un rotor JAlü durante 15 
minutes. El sedimento era concentrado unas 10 veces para dar 
un titulo de 2-3 xlô^ cêlulas viables/ml resuspendiéndolo en el 
mismo medio suplementado con sacarosa al 20%. Posteriormente, 
se ahadia lisozima ( 5 0 0 g/ml) al cultivo y se incubaba a 
37° C con agitaciôn ocasional durante unos 3 0 minutes. Después, 
se visualizaban los protoplastos por observaciôn con un micros­
copio de contraste de fase Leitz Weltzar Orthoplan. Cuando mâs 
del 95% de las cêlulas se habian convertido en protoplastos, el 
cultivo se centrifugaba a7800xg rpm durante 1 0  minutes en frfo, 
empleando un rotor JA20. Los protoplastos se resuspendian en 
medio suplementado con sacarosa al 2 0 % precalentado.
b) Uniôn del DNA a protoplastos
Se ahadia DNA tritiado (lyxg/ml) a los protoplastos 
previamente obtenidos y se procedia a incubar la mezcla duran­
te 10 minutes, a 37° C con agitaciôn fuerte (350 rpm). Después 
de 1 0  minutes se ahadia igual volumen de medio frfo sin magne­
sio con sacarosa al 2 0 % y se centrifugaba el cultivo inmedia- 
tamente a 7800x§ , a 4° C, 10 minutes en un rotor JA20. El
sedimento se lavaba 2 veces con el mismo medio y finalmente 
era lisado y contado.
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12. Aislamiento de complejos pared-membrana, paredes y su uniôn 
con el DNA.
a) Aislamiento de complejos pared-membrana y paredes
Para la obtenciôn de dichos complejos se emplearon 
2 1 de un cultivo compétente. Una vez desarrollada la compe­
tencia, se détermina el peso seco de las cêlulas después de 
haberlas centrifugado a SSOOxg 15 minutes, en frio, empleando 
un rotor JAlO. Las cêlulas se resuspenden en 4 ml de tampôn 
fosfato 0,05 M, pH 7,0 en frio y se anaden al cultivo 6 g de 
ballotini n°13 previamente lavados con âcido. La muestra asi 
preparada se somete a rotura mecânica en un desintegrador Sor- 
vall, 8 veces, durando cada tratamiento 1 minute y dejando in­
tervales de 0,5 minutes entre elles.
La muestra se centrifuga a 350xg durante 5 minutes 
en frio en un rotor JA20 y se guarda el sobrenadante. Los com­
plejos que han quedado asociados a los ballotini se recuperan 
por repetidas resuspensiones de elles en el mismo tampôn. Se re- 
cogen todos ]os sobrenadantes y se sedimentan los complejos por 
centrifugaciôn a 6000xg durante 20 minutes a 4° C en un rotor 
JA20.
El sedimento final, formado por los complejos pared- 
-membrana se resuspende en el medio empleado y se congela a 
-7 0° C en pequehos volûmenes.
Las paredes se aislaron a partir de estes complejos 
por tratamiento con SDS al 0,2% y lavado exhaustive (13 veces) 
en tampôn fosfato 0,05 M pH 7, guardândose congeladas a -70° C.
b ) Uniôn del DNA a los complejos pared-membrana y a paredes
Con el fin de llevar a cabo estas experiencias de
g
uniôn, se adicionaba lyug/ml de DNA tritiado a 10 équivalentes
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celulares/ml, incubando durante 10 minutos a 37° C con agita­
ciôn fuerte (350 rpm). Despues, se diluye (1:1) la muestra con 
medio frfo y se centrifuga a 12000xg , 10 minutos a 4° C con
un rotor JA20. A continuaciôn se lava el sedimento dos veces 
en las mismas condiciones, resuspendiéndolo suavemente. Por 
ûltimo se solubilizan las muestras y se cuenta la radioactivi­
dad asociada a ellas por el procedimiento antes descrito.
13. Aislamiento de vesfculas membranosas y uniôn del DNA a éstas
a) Obtenciôn de vesfculas membranosas
El procedimiento empleado es el descrito por JOENJE 
y cols. (1974) , pero nosotros lo hemos modificado eliminando 
el tratamiento con 15mM EDTA.
Se emplea 1 1  de cultivo de B. subtilis RUB 300 
que ha sido puesto en competencia segun el método de YOUNG 
y WILSON (1972) , pero realizando la incubaciôn en medio GM2 
durante 2 horas a 37° C con una agitaciôn de 350 rpm. Después, 
se centrifuga el cultivo a 3800xg , durante 15 minutos en 
frfo, empleando un rotor JAlO. El sedimento se resuspende en 
100 ml de tampôn fosfato 0,05 M, pH 8 suplementado con 200 g/ 
ml de lisozima incubando a 37° C durante 15 minutos con agita­
ciôn suave (125 rpm). Seguidamente, se comprueba que la lisis 
celular se ha producido empleando un microscopio de contraste 
de fase. Con el fin de eliminar el DNA y el RNA celulares, las 
vesfculas membranosas obtenidas se tratan con 1 g/ml de DNasa 
y 10 yf/t g/ml de RNasa, adicionando al mismo tiempo sulfate magnê- 
sico 10 mM e incubando en las mismas condiciones durante 15 mi­
nutos mâs.
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A continuaciôn, se centrifuga a 350xq durante 
5 minutos, a 4° C en un rotor JA20 para eliminar las célu3.as 
que han quedado intactas. El sobrenadante obtenido en esta 
centrifugaciôn, que contiene las vesîculas, es nuevamente cenr 
trifugado en el mismo rotor a 12000xg durante 30 minutos, 
en frfo. El sedimento se resuspende en tampôn fosfato 0,1 M, 
pH 7 hcmogenizândolo bien en un homogeneizador del tipo Potter- 
-Elvehjem. Finalmente, el sedimento es lavado 3 veces a 12000 
xg durante 15 minutos, resuspendiéndolo cada vez en el mismo
tampôn y homogeneizando el sedimento. Después de la ultima
centrifugaciôn las vesîculas membranosas se resuspenden en 2 ml 
de tampôn fosfato 0,1 M, pH 7 y se reparte en pequehas alîcuo- 
tas congelândolas en una mezcla de alcohol y nieve carbônica, 
almacenândolos a -70° C. Una pequeha muestra es utilizada para 
determinar la cantidad de proteinas mediante el método de 
LOWRY y cols. (1951) previameniB descrito.
b ) Uniôn del DNA a vesîculas membranosas
La muestra de vesîculas membranosas se diluye en
tampôn fosfato 0,1 M, pH 7 para dar una concentraciôn de 100 
y&tg/ml. A 0,25 ml de esta diluciôn se ahade DNA tritiado a la 
concentraciôn deseada y tampôn fosfato para dar un volumen 
final de 0,5 ml. Se incuba la mezcla durante 30 liiinutos con 
agitaciôn directa, mediante la Colocaciôn de imanes de 5 mm 
en el interior de los tubos, los cuales se disponen en un baho 
de agua a 30° C con agitaciôn inferior producida por un agita- 
dor magnêtico Selecta modelo Agimatic. Una vez finalizada la 
incubaciôn se coloca la muestra en la parte superior de un gra- 
diente de sacarosa (disuelta en el mismo tampôn) de dos pasos,
9 ml de sacarosa al 15% en la parte inferior y 6 ml de sacarosa
157.
al 5% en la superior. Los gradientes asi preparados son cen­
trifugados en una ultracentrifuga empleando un rotor SW27 a 
82500xg , durante 20 minutos, a 20° C. Una vez finalizada 
la centrifugaciôn, se vuelcan los tubos para eliminar el so-. 
brenadante, secândolos cuidadosamente por su parte interior. 
Finalmente, se disuelve el sedimento con SDS como se ha des­
crito previamente y se cuenta la radioactividad asociada a 
las muestras.
14. Gradientes continues de sacarosa
En algunas experiencias de uniôn de DNA a protoplas­
tos, se ahadia 1 yog/ml de DNA tritiado a una suspensiôn de 
protoplastos y s,e realizaba una incubaciôn a 37° C, 350 rpm 
durante los tiempos indicados en los resultados. Al final de 
dichos tiempos, se ahadia EDTA a una concentraciôn final de 
40 mM, pH 7.6, centrifugando inmediatamente las muestras a 
78p0xg durante 10 minutos a 4° C, en un rotor JA20 y se 
guardaban los sobrenadantes en frio.
a) Gradientes neutres
Los gradientes continues del 5-20% (4,2 ml) se pre- 
paraban segün el método descrito por SETO y TOMASZ (197 4) . La 
sacarosa se disolvia en cloruro sôdico 1 M y en el fonde de 
los tubos se colocaba un cojfn de 0 , 8  ml empleando sacarosa 
al 60%. Una vez preformados los gradientes se colocaban 0,15 
ml de los sobrenadantes en la parte superior y se centrifuga­
ban a 45000xg , durante 105 minutos en un rotor SW50.1. Una
vez finalizada la centrifugaciôn se recogfan las fracciones 
(de 15 gotas cada una) por punciôn de la parte inferior de los 
tubos y se procedia a contar la radioactividad présente en cada 
fracciôn.
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b) Gradientes alcalinos
Estos gradientes se han realizado empleando el método 
de DUBNAU y DAVIDOFF-ABELSON (1971). Los gradientes contienen 
sacarosa del 5-20% (4,2 ml) disuelta en cloruro sôdico 1 M y 
en sosa 0,2 N, sarcosil al 0,5% y EDTA 20 mM.
Las muestras se preparaban adicionando 0,015 ml de 
sosa 1 N a 0,15 ml de la muestra y se colocaban en la parte 
superior del gradiente que llevaba un cojîn de 0,8 ml de sa­
carosa al 60%.
Los gradientes se centrifugaban a 45000xg durante 
40 minutos en un rotor SW50.1. Las fracciones, de 15 gotas, 
eran colectadas y contadas de igual forma que en los gradien­
tes neutres.
15. Determinaciôn de exonucleasas
Muestras de 1 ml de cêlulas procedentes de un cuJ.tivo 
compétente eran expuestas a DNA tritiado (1 /c g/ml) incubândo- 
las durante los tiempos indicados en los resultados a 37° C . 
Después de finalizada la incubaciôn, las cêlulas se centrifu- 
garon a 7800xg, 10 minutos, en frio empleando un rotor JA20.
0,5 ml del sobrenadante era precipitado con 0,5 ml de âcido 
perclôrico al 6% y 0,1 ml de seroalbümina bovina al 0,02%. Des­
pués de 30 minutos en hielo las muestras se centrifugaban du­
rante 15 minutos a 11400xg, 4° C en un rotor JA20. Se tomaba 
una alicuota del sobrenadante y se contaba la radioactividad 
présente en ésta.
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16. Técnicas de competiciôn
a) Competiciôn entre DNAs en cêlulas compétentes
a.l) A nivel de uniôn. Cultivos compétentes eran centrifugados
g
y concentrados para dar 10 cêlulas viables/ml. Se tomaban mues­
tras de 1 ml de dichos cultivos concentrados, a las que se adi­
cionaba 1 yig/ml de DNA tritiado y distintas concentraciones del 
DNA competidor no marcado. Estas muestras se incubaban durante 
10 minutos a 37° C con agitaciôn (350 rpm). Después, se paraba 
la reacciôn ahadiendo 1 ml de medio frfo y râpidamente se cen­
trifugaban las muestras a 4° C , 7800xg durante 10 minutos
en un rotor JA20. El sedimento era lavado dos veces con medio 
frfo y finalmente lisado y contado para determinar la radioac­
tividad .
a.2) A nivel de transformaciôn. A muestras de 1 ml (procedentes 
de cultivos compétentes) de la estirpe RUB 300 de B. subtilis 
se adicionaba 0.25 /t/nl de DNA procedente de la estirpe proto- 
trofa OGl y, simultâneamente, distintas concentraciones de DNAs 
competidores. Las muestras se incubaban durante 45 minutos a 
37° C con una agitaciôn de 350 rpm, parando la reacciôn con 
1000 unidades/ml de DNasa e incubando 5 minutos mâs. Finalmente, 
se determinate el nûmero de transformantes, como se ha descrito 
previamente.
b) Competiciôn entre DNAs a nivel de uniôn en protoplastos
Muestras de 1 ml de protoplastos procedentes de culti­
vos compétentes se incubaban a 37° C, durante 10 minutes, con 
agitaciôn (350 rpm) , junto con 2ytg/ml de DNA tritiado y dis­
tintas concentraciones del DNA competidor no marcado. Finaliza­
da la incubaciôn se adiciona 1 ml de medio frfo y se centrifugan 
las muestras en las misma condiciones que en las pruebas de corn-
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peticiôn en cêlulas, valorando la radioactividad présente en 
las muestras.
c) Competiciôn entre DNAs en vesîculas membranosas
A 0,25 ml de vesîculas membranosas (5(^g de proteinas/ 
ml) se adicionaba 1 g/ml de DNA tritiado y distintas concentra­
ciones de DNA competidor no radioactive para dar un volumen fi­
nal de 0,5 ml. La mezcla de reacciôn se incubaba a 30°C durante 
3 0 minutos, con agitaciôn mediante imanes de 5 mm colocados 
en el interior de los tubos, segûn se ha descrito previamente. 
Una vez finalizada la incubaciôn se colocaban las muestras en 
la parte superior de un gradiente de sacarosa y se procedia 
como se ha indicado en las pruebas de uniôn de DNA a vesîculas.
17. Técnicas de caza
g
En estas experiencias se utilizaban cultivos con 10 
cêlulas viables/ml, adicionando 1y<g/ml de DNA tritiado y pro­
cediendo a incubar la mezcla a 37° C, con agitaciôn (350 rpm)/ 
durante 20 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se ahadian 
20 A g/ml de DNA frio y se proseguîa la incubaciôn durante 10 
minutos mâs en las mismas condiciones. A continuaciôn, se cen­
trifugaba el cultivo a 7800xg 10 minutos, a 4° C en un ro­
tor JA20 y el sedimento se lavaba 2 veces con medio frio. Fi­
nalmente, se procedia a lisar las cêlulas y a contar la radioac­
tividad asociada a ellas.
R E S U L T A D O S
II. ESTUDIO DEL SISTEMA BIOLOGICO
Como hemos sehalado anteriormente en el esquema 
experimental, nuestras investigaciones iban dirigidas espe- 
cialmente hacia el estudio de las etapas tempranas implica- 
das en el proceso de transformaciôn. Para ello, pretendimos 
poner a punto un método de estudio del sistema biologico que, 
por su rapidez y reproducibilidad, nos permitiera conseguir 
las condiciones expérimentales ôptimas para nuestros propô- 
sitos. Con tal fin, estudiamos comparativamente distintos 
métodos para desarrollar la competencia, asi como el efecto 
de diverses cationes divalentes en este proceso.
1. Desarrollo de la competencia empleando distintos métodos.
Como primer paso para estudiar las caracteristicas 
de la uniôn del DNA transformante a las cêlulas compétentes, 
quisimos establecer las condiciones ôptimas para lograr el de­
sarrollo de la competencia.
Con este propôsito, probamos très métodos de compe­
tencia diferentes: el método de BOTT y WILSON (1967), el de 
JOENJE y cols. (1975)y el de YOUNG y WILSON (1972).
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En las experiencias realizadas segün el método de 
BOTT y WILSON (1967) empleamos la estirpe ARl de B. subtilis.
Como puede observarse en la figura 17, el mâximo de competen­
cia, determinado por transformaciôn,con DNA procedente de. la . 
estirpe OGl de B. subtilis, aparecîa 2,5 horas después de que 
las cêlulas hubieran abandonado la fase exponencial de creci­
miento (T^), anâlogamente a lo observado por BOTT y WILSON 
(1967) .
La apariciôn de este mâximo de competencia es muy 
constante, si bien los niveles de transformabilidad alcanzados 
varian de unas experiencias a otras.
El método de JOENJE y cols. (197 5) lo hemos desarro- 
llado empleando la estirpe 1G20 y DNA transformante procedente 
de la estirpe OGl de B. subtilis. Este método permite alcanzar 
el mâximo de competencia aproximadamente entre 6 y 7 horas des­
pués de realizar la diluciôn del cultivo en medio BWC. Es, por 
tanto, un sistema râpido, pero présenta el inconveniente de no 
ser muy reproducible, ya que se observa un desplazamiento de 
los niveles de transformabilidad de unas experiencias a otras.
En la figura 18 se muestran dos curvas de competencia obtenidas 
siguiendo este método,Como puede apreciarse, se observan varies 
picos de competencia y la amplitud de los distintos mâximos, 
asi como el momento de su apariciôn, difieren de una experiencia 
a otra, aunque las condiciones de cultivo fueron idénticas.
Finalmente, probamos el método de YOUNG y WILSON (1972) 
utilizando la estirpe RUB3 00 como receptora y el DNA procedente 
de la estirpe OGl como donador. Seleccionâbamos los transforman-
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tes en plaças MM suplementadas con histidina y Usina, en las 
cuales solamente crecian los transformantes que habîan adqui- 
rido el carâcter metionina (met^). Se empleô la selecciôn pa­
ra met'*' ya que la transformaciôn para este carâcter presenta- 
ba mayores frecuencias de transformaciôn que para los otros 
requerimientos auxotrôficos de la cepa (histidina y lisina).
El mâximo de competencia aparecia 1 hora despuês de haber rea- 
lizado la diluciôn del cultivo en medio GM2. Ademâs, el pico 
de competencia era bastante ancho, ya que 3 horas despuês de 
haber realizado la diluciôn del cultivo, el nümero de trans­
formantes totales se mantenia en unos niveles muy similares 
(Fig. 19). No obstante si referimos el numéro de transforman­
tes al de viables,encontramos que la mâxima frecuencia de 
transformaciôn aparece 1 hora despuês de la diluciôn. Este 
mâximo de competencia presentaba unos niveles de transforma- 
bilidad superiores a los detectados con los otros dos mêtodos 
indicados previamente.
Por otra parte, este mêtodo permite préparai' grandes 
volûmenes de cultivo compétente de una sola vez, que pueden 
guardarse congelados a -70* C y sôlo es necesario incubar una 
hora despuês de la descongelaciôn para cbtener el mâximo de 
competencia. Este hecho permite conseguir gran reproducibilidad 
entre los distintos experimentos, ya que las cêlulas proceden 
del mismo lote congelado.
Las ventajas que presentaba este mêtodo, nos decidie- 
ron a utilizarlo de forma sistemâtica en nuestras experiencias 
posteriores.
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2. Modificaciones expérimentales al mêtodo de competencia
Una vez elegido el mêtodo de YOUNG y WILSON (1972) 
como sistema para desarrollar la competencia, pensâmes intro- 
ducir modificaciones en dicho mêtodo, con el fin de obtener 
unas condiciones ôptimas para nuestras necesidades expérimen­
tales.
En una primera etapa, nosotros pretendiamos estudiar 
el efecto de cationes divalentes sobre el proceso de la trans- 
formacion. Para ello, efectuamos un estudio comparative del 
desarrollo de la competencia despuês de la diluciôn 1/10 que 
se efectûa en el mêtodo tradicional de YOUNG y WILSON (1972) , 
empleando dos medios: GMl y BWC, con distintas variantes.
Como puede verse en la figura 20, comparâmes los ni­
veles de transformaciôn obtenidos por diluciôn de los cultives 
y posterior incubaciôn de elles durante una hora en distintos 
medios.
Los niveles finales de transformaciôn alcanzados em­
pleando el medio GMl con magnesio (3,3 mM de concentraciôn fi­
nal) eran iguales a los obtenidos en el medio GM2, y superiores 
a los detectados utilizando el medio GMl suplementado solamente 
con calcio (0,5 mM de concentraciôn final), sin magnesio. Sin 
embargo, el desarrollo de la competencia en ausencia de los dos 
cationes aparecia considerablemente inhibido.
Por otra parte, probamos en la misma experiencia (Fig. 
20), el desarrollo de la competencia en el medio BWC, ya que es­
te medio es mâs simple, al no llevar en su composiciôn ni extrac-
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Fig. 20.- Desarrollo de la competencia de B. subtilis RUB 300.
Un cultivo congelado en GMl, se descongelô râpidamen- 
te y se diluyô 1/10 en: GM2 ( A ) ;  GMl + Mg^^ { 3 ^ 3  mM) 
(A); GMl + Ca2+ (0,5 inM) (o) ; GMl - Ca2+- Mg^^ (•) ; 
BWC + Mg2+ (10 mM) ( V ) ; y BWC - Mg2+ (0 ) . A los tiem- 
pos indicados, se sacaron muestras de los cultivos y 
se determinô el nümero de viables (parte inferior) en 
GMl ( B )  y en BWC ( O )  y los niveles de transformabi- 
lidad (parte superior). El tiempo de transformaciôn 
fue de 3 0 minutes.
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to de levadura ni casaminoâcidos, que pueden contener algunos 
inhibidores como contaminantes (WILSON y BOTT, 1968). Sin em­
bargo, puede observarse en la figura 20 que los niveles de 
transformaciôn,empleando este medio con magnesio, eran inferio- 
res a los detectados empleando el medio GMl suplementado con 
cationes,pero superiores en mâs de dos unidades logaritmicas 
a los valores obtenidos en medio BWC en el que se habîa supri- 
mido el magnesio. En todos los medios empleados no se detecta- 
ron variaciones apreciables de viabilidad celular (Fig. 20).
Estos hechos nos llevaron a modificar el mêtodo de 
YOUNG y WILSON (1972) , sustituyendo el medio GM2 por el medio 
GMl en el momento de realizar la diluciôn y, en algunos casos, 
por el medio BWC, cuando nos interesaba estudiar comparativa- 
mente algün fenômeno en un medio mâs simple.
III. ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE
DNA HOMOLOGO Y CELULAS COMPETENTES
Una vez establecidas las condiciones que considérâ­
mes mâs adecuadas para desarrollar nuestro trabajo experimen­
tal, creimos de interês el estudiar el efecto de diverses ca­
tiones en el desarrollo de la competencia. Asimismo, investi- 
gamos el papel del magnesio en las distintas etapas del proce­
so de transformaciôn.
1. Efecto de cationes divalentes en el desarrollo de la compe­
tencia .
En primer lugar quisimos estudiar el efecto de dife-
rentes cationes divalentes en el desarrollo de la competencia.
Para ello, células recién descongeladas fueron resuspendidas
2+ 2+en medio GMl suplementado con distintos cationes (Mg , Mn , 
Ca^^, Co^^ y Zn^ "*") empleando las concentraciones indicadas en 
el Cuadro IV y, como control, una muestra que no contenîa ca­
tiones. Despuês, se incubaron las muestras durante 60 minutes 
y se probaron los niveles de transformabilidad, asî como el 
numéro de viables, lo que nos permitiô calculer las frecuencias 
de transformaciôn.
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Como puede observarse en el Cuadro IV, s61o el mag­
nesio presentaba un claro efecto estimulante sobre la frecuen­
cia de transformaciôn, cuando se comparaba con los niveles de­
tectados en el control. En las experiencias realizadas en pre- 
sencia de calcio, los niveles obtenidos eran superiores a los 
de la muestra sin cationes, pero no se observô una estimulaciôn 
comparable a la producida empleando magnesio. Los otros cationes 
probados no tenian ningün efecto apreciable sobre los niveles 
de transformaciôn. El cobalto, a una concentraciôn 1 mM, tenia 
un efecto tôxico, produciendo una disminuciôn de la viabilidad, 
mientras que el resto de los cationes no provocaban un aumento 
de la mortalidad celular e incluso en algunos casos, el nümero 
de viables era mayor que en el control.
2. Papel del calcio en la transformaciôn de B. subtilis
En el sistema de S. pneumoniae, el calcio es un ca- 
tiôn indispensable para que se produzca la uniôn del DNA exô- 
geno a las células compétentes (SETO y TOMASZ, 197 6) . Ya que 
en el sistema de B. subtilis habiamos observado que dicho ca- 
tiôn no producia una estimulaciôn apreciable de los niveles de 
competencia (Cuadro IV) , pensamos que este catiôn podria pro - 
vocar un efecto estabilizador sobre la transformaciôn. Para 
comprobar esta hipôtesis realizamos un estudio comparativo, 
acerca del efecto del calcio sobre el desarrollo de la compe­
tencia, empleando dos mêtodos el de YOUNG y WILSON (1972) mo- 
dificado por nosotros (diluciôn 1/10 en medio BWC) y el de 
JOENJE y cols. (1975). Puesto que este ültimo procedimiento 
présenta varies mâximos de transformabilidad, pensamos que el 
calcio podria atenuar las oscilaciones en la competencia.
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Como puede observarse en la figura 21 B la presencia 
de calcio en el medio de cultivo provoca una inhibiciôn de los 
niveles de transformabilidad y no estabiliza el desarrollo de 
la competencia. Por otra parte también comprobamos (Fig. 21 A) 
que dicho catiôn producia una desestabilizaciôn en los valores 
de las frecuencias de transformaciôn cuando empleabamos el më- 
todo de YOUNG y WILSON (1972) incluso cuando el magnesio esta- 
ba presente en el medio.
3. Efecto del etilen-diamino-tetraacetato (EDTA) en el proceso 
de transformaciôn
Con el fin de investigar la uniôn de DNA exôgeno a 
células compétentes, sin interferencia de los procesos de in- 
corporaciôn en los cuales parecen estar implicados enzimas nu- 
cleoliticos dependientes del magnesio, nosotros pensamos utili­
zer EDTA que es un agente quelante de los cationes divalentes 
présentes en el medio. Este agente es un inhibidor de la trans­
formaciôn genêtica tanto en el sistema de B. subtilis (MORRISON, 
1971) como en el de S. pneumoniae (SETO y TOMASZ, 1974). En am- 
bos sistemas transformantes, el DNA unido a células tratadas 
con EDTA se encuentra en una forma sensible a la DNasa y ademâs 
en pneumococos los niveles de uniôn en presencia de EDTA apare- 
cen incrementados (SETO y TOMASZ, 1974). En primer lugar, quisi­
mos comprobar el efecto del EDTA sobre los niveles de transfor­
mabilidad en nuestras condiciones expérimentales. Para ello, un 
cultivo que habia sido puesto en competencia era subdividido en 
alicuotas de 0,45 ml. A cada una de las muestras se anadîa EDTA 
a las concentraciones indicadas en la figura 22, procediendo se- 
guidamente a realizar experiencias de transformaciôn como se ha 
indicado previamente en los mêtodos. En la figura 22, puede ob­
servarse que concentraciones tan bajas com 0,1 mM de EDTA reducen
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Fig. 21.- Efecto del calcio en el desarrollo de la competencia 
de B. subtilis. A.- Cêlulas de la estirpe RUB 300, en 
GMl se descongelaron y resuspendieron en BWC (A );
BWC + 0,5 mM Ca^+ (e) y en BWC + 0,5 mM Ca2+ + 10 mM 
Mg (o) . B .- Cultivo de B. subtilis 1G20 puesto en 
competencia por el mêtodo de JOENJE y cols. (1975) , en 
medio BWC ( A ), BWC + 0,5 mM Ca^ (•) y BWC + 0,5 mM 
Ca + 1 0  mM Mg (o).
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la apariciôn de transformantes en un 50%. Cuando se empleaban 
concentraciones superiores a 1 mM se producia una drâstica in- 
hibiciôn de la transformabilidad de los cultivos.
Seçuidamente, estudiamos el efecto del EDTA, cuando 
se empleaban concentraciones fuertemente inhibitorias, en dis­
tintas condiciones expérimentales (Cuadro V ) . El EDTA producia 
una gran disminuciôn de los niveles de transformabilidad (alre- 
dedor del 95%) cuando se anadian 100 unidades/ml de DNasa I pa­
ra detener la transformaciôn (experimentos 1 y 2). El efecto in- 
hibitorio del EDTA era mâs acusado (mâs del 99%) cuando se adi- 
cionaban 1000 unidades/ml de DNasa I (experimento 4). Por otra 
parte, quisimos comprobar si el efecto del EDTA sobre la trans­
formaciôn podia ser revertido por la adiciôn de magnesio a cul­
tivos tratados con dicho agente. En los experimentos 3 y 4, pue­
de observarse que sôlo se producia una recuperaciôn parcial de 
los niveles de transformaciôn (entre el 40 y el 50% del valor 
de los contrôles), cuando se ahadia magnesio a cultivos prein- 
cubados con EDTA (10 mM) y se proseguia la incubaciôn 10 minu­
tes mâs antes de ahadir la DNasa I. Si la concentraciôn emplea- 
da de EDTA era de 15 mM el efecto inhibitorio producido por 
este compuesto era mayor y la recuperaciôn de la transformaciôn 
era sôlo del 2,7%, aunque se incubara el cultivo con magnesio 
45 minutes antes de ahadir la DNasa I (experimento 5). Cuando 
la cantidad de magnesio empleado era de 100 mM se observaba un 
ligero decrecimiento en los niveles de recuperaciôn de la trans­
formaciôn debido, probablemente, a la frecuente apariciôn de 
precipitados en estas muestras (experimentos 2 y 3). La elimina- 
ciôn del EDTA del medio mediante centrifugaciôn, antes de la 
adiciôn de magnesio y de DNasa, no producia variaciones aprecia-
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bles en los niveles de transformaciôn de las muestras (experi­
mento 4) .
A continuaciôn estudiamos el efecto de diverses ca­
tiones divalentes sobre muestras que habian sido inhibidas con 
EDTA (10 mM). Como se observa en el Cuadro VI, la adiciôn de 
calcio y manganeso no revertîa el efecto del EDTA. Cuando se 
adicionaban magnesio y manganeso al mismo tiempo, en presencia 
de este segundo cation,no sôlo no producia un efecto estimulan­
te de los niveles de transformabilidad, sino que ademâs provo- 
caba una inhibiciôn en los niveles de recuperaciôn inducidos por 
el magnesio.
Por otra parte, quisimos estudiar el efecto del EDTA 
sobre la capacidad de las cêlulas para unir DNA exôgeno. En es­
ta experiencia empleamos una concentraciôn de EDTA de 10 mM, ya 
que con esta concentraciôn los niveles de transformaciôn estân 
fuertemente inhibidos. En el Cuadro VII aparece la uniôn de DNA 
a células compétentes y no compétentes, tanto en presencia como 
en ausencia de EDTA. La cantidad de DNA asociado a las cêlulas 
en presencia de EDTA variaba del 20 al 45% de los niveles del 
control en los cultivos compétentes, mientras que no se obser­
vaba ningûn efecto de este agente quelante en la uniôn del DNA 
a células no compétentes.
El efecto inhibitorio del EDTA sobre la capacidad ce­
lular de unir DNA transformante, en el sistema de B. subtilis, 
podria ser debido a una quelaciôn de los cationes divalentes 
présentes en el medio o bien a una alteraciôn de los receptores 
présentes en la membrana celular. La segunda hipôtesis podria
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ser cierta, ya que el EDTA provoca la liberaciôn de varies en­
zimas asociados a la membrana, entre elles NADH 2 - deshidrogena- 
sa, mSlico-deshidrogenasa y ATPasa, y una destrucciôn parcial 
de la membrana en varies sistemas bacterianes (GEL'MAN y cols. 
1975) .
Con el fin de discernir cual de las des pesibilidades 
era la cerrecta cemenzames a estudiar detenidamente el efecto 
del magnesio en las distintas etapas de la transformaciôn.
4. Papel del magnesio en la expresiôn, uniôn y penetraciôn del 
DNA transformante.
Ya hemos mostrado previamente que el magnesio ejerce 
una acciôn estimulante en el desarrollo de la competencia. Debi­
do a este hecho, quisimos estudiar el efecto de la adiciôn de 
magnesio (10 mM), a distintos tiempos, a cultivos que estaban 
desarrollando la competencia. En esta experiencia, cêlulas re- 
ciên descongeladas eran resuspendidas en medio GMl o BWC sin 
magnesio y, a los tiempos indicados en la figura 23, eran to- 
madas alicuotas de 1 ml a las que se ahadia magnesio, prosi- 
guiendo la incubaciôn de dichas muestras hasta una hora despuês 
del momento de la descongelaciôn, realizando seguidamente la 
transformaciôn de las muestras. Como puede observarse en la fi­
gura 23, las muestras que habian recibido el magnesio en el 
momento cero (60 minutos de contacte de las cêlulas con el ca­
tiôn), presentaban unos niveles de transformaciôn elevados, tan­
to en el medio GMl como en el BWC, y estos niveles iban dismi- 
nuyendo en las muestras que habian estado menos tiempo en con­
tacte con el magnesio. Este efecto era mâs acusado en el medio 
BWC, probablemente debido a que dicho medio es mâs definido que 
el GMl.
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Fig. 23.- Efecto de la presencia de magnesio anadido a diferen­
tes tiempos sobre la transformabilidad de B. subtilis 
RUB 300, incubado en medio BWC (•) y en medio GMl (o) 
Cada punto es la media de dos experimentos.
183.
Seguidamente, quisimos comprobar si cêlulas que 
habian sido puestas en competencia en ausencia de magnesio 
eran capaces de récupérai los niveles de transformabilidad 
normales (obtenidos en cultivos con magnesio) al adicionar 
este catiôn al medio asî como la interferencia provocada 
por la presencia de DNA homôlogo competidor (Fig. 24). Para 
investigar esta hipôtesis, incubâmes cêlulas, recién descon­
geladas, en medio GMl sin magnes±) durante una hora. Una vez 
finalizado este periodo de tiempo, adicionâbamos al cultivo 
DNA transformante (lyt g/ml) (curvas A y B) sôlo o acompahado 
de DNA homôlogo competidor (IClyig/ml) , (curva C) , prosiguien- 
do la incubaciôn durante 45 minutos. A los 0, 5, 10, 15, 20,
30, 35, 40, 42,5 y 45 minutos de esta incubaciôn se tomaban 
muestras de 0,5 ml a las que se adicionaba magnesio (10 mM) 
(curvas A y C) o magnesio mâs DNA competidor (.1^g/ml) (curva 
B) de forma que todas las muestras estaban 45 minutos en contac­
te con el DNA, pero distintos tiempos de contacte (45, 40, 35, 
30, 25, 15, 10, 5, 2,5 y 0 minutos respectivamente) con el 
magnesio (curvas A y C) o con este catiôn mas el DNA competidor 
(curva B ) . Al final de los 45 minutos, se anadîa DNasa I (1000 
unidades/ml) y se valoraban los niveles de transformaciôn.
En la figura 24 puede observarse que la ausencia de 
magnesio del medio no afecta irreversiblemente la capacidad de 
las cêlulas para ser transformadas, ya que sôlo 10 minutos de 
contacte con dicho catiôn son suficientes para elevar la trans­
formaciôn hasta los niveles normales del control (curva A ) . Ade­
mâs encontramos un fenômeno de recuperaciôn similar cuando las 
muestras recibian simultâneamente magnesio y DNA competidor pa­
ra tiempos de contacte con el catiôn inferiores o iguales a 20 
minutos, aunque para tiempos mâs prolongados de exposiciôn al
<D
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C
D
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D
24"
Tiempo de contacte con Mg (min)
Fig. 24.- Transformabilidad de B. subtilis RUB 300, cultivado 
en GMl sin magnesio, despuês de la adiciôn de DNA 
homôlogo competidor y/o magnesio (10 mM). Cêlulas in- 
cubadas en GMl sin magnesio durante 60 minutos, reci- 
bieron DNA transformante (l^g/ml) solamente (curva A 
y B) o DNA transformante (lytg/ml) y DNA competidor 
( 1 0 g/ml) (Curva C) . (Ver explicaciôn en el texto) .
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DNA transformante (en presencia de magnesio y DNA competidor) 
se observaba un notable decrecimiento de los niveles de trans­
formaciôn (curva B ) . Por otra parte, cuando anadfamos DNAs 
transformante y competidor al mismo tiempo (curva C ) , sôlo 
se detectaban niveles residuales de transformabilidad.
A continuaciôn pasamos a estudiar la influencia de 
la carencia de magnesio en la capacidad celular de unir DNA 
exôgeno. Con este motivo, investigamos el efecto de distintas 
concentraciones de magnesio en la uniôn del DNA a las células 
y en la transformaciôn (Fig, 25). Los cultivos puestos en com­
petencia segun el mêtodo de YOUNG y WILSON (1972), despuês de 
ser incubados durante una hora en medio GMl sin magnesio, eran 
divididos en alicuotas de 0,5 ml a las que se ahadia DNA tri- 
tiado o frio (segun se quisiera valorar uniôn de DNA o niveles 
de transformabilidad) a una concentraciôn de l ^g/ml y distin­
tas cantidades de magnesio segun se indica en la figura 25. Como 
puede observarse, se producia una respuesta lineal a las concen­
traciones crecientes de magnesio en los niveles de transforma­
ciôn alcanzados por el cultivo. Sin embargo, la cantidad total 
de DNA unido por las cêlulas era independiente de las concentra­
ciones de magnesio présentes en el medio.
Posteriormente, intentamos investigar si el DNA que 
habia sido expuesto a cêlulas compétentes, tanto en presencia 
como en ausencia de magnesio, sufria una pêrdida de su activi- 
dad biolôgica. Con este fin, a cultivos que habian sido incuba­
dos durante una hora en medio GMl sin magnesio, se adicionaba 
DNA transformante a una concentraciôn de lyitg/ml y se proseguia 
la incubaciôn durante 45 minutos. A los tiempos indicados en la 
fig. 26(10, 30, 40, 42,5 y 45 minutos) se tomaban dos alicuotas
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del cultivo de 0,5 ml cada una. La primera alîcuota recibîa 
magnesio (10 mM) y se proseguia la incubaciôn hasta finali- 
zar los 45 minutos de contacte con el DNA. Despuês de este 
periodo de tiempo las muestras eran centrifugadas para eli- 
minar las cêlulas (sedimento) y los sobrenadantes eran guar- 
dados en hielo hasta el momento de su use. La otra alîcuota 
era centrifugada para eliminar las cêlulas.
El DNA contenido en todos los sobrenadantes era 
utilizado como donador para transformar durante 45 minutes 
un segundo receptor (cultivo puesto previamente en competen­
cia) .
En la figura 26 se recogen los transformantes obte­
nidos en el segundo cultivo receptor. Como puede observarse, 
la adiciôn de magnesio en los primeros minutos de contacte del 
cultivo con el DNA produce una drastica inhibiciôn de su acti­
vidad biolôgica. Sin embargo, cuando el DNA estuvo en contacte 
con cultivos en ausencia de magnesio, incluso despuês de 45 
minutos de exposiciôn, sôlo se apreciaba una ligera pêrdida 
de actividad biolôgica que no puede considerarse significativa. 
Ya que el DNA expuesto a cêlulas, en presencia de magnesio, su­
fria una fuerte disminuciôn de su actividad biolôgica, quisimos 
comprobar si este hecho podria ser debido a la presencia de ac­
tividad exonucleâsica especîfica de las cêlulas compétentes, 
descritas por JOENJE y VENEMA (1975) y que requiere magnesio 
para su actuaciôn. Con este fin, valoramos la actividad exonu- 
cleâsica présenté en cultivos que habîan desarrollado la compe­
tencia en presencia o en ausencia de magnesio.
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En la figura 27 aparece representada la actividad 
exonucleâsica de muestras obtenidas de cultive realizados en 
medio GMl con y sin magnesio, a les tiempos indicados. La valo- 
raciôn de las actividades exonucleSsicas présentes en las mues­
tras se realizô segûn se indica en las técnicas. Corne puede 
ebservarse en la figura 27, en les cultives realizados en pre- 
sencia de magnesio se détecta una degradaciôn elevada del DNA 
ya a les 2 0 minutes y que se hace mucho mâs acusada a les 6 0 
minutes de incubaciôn. Sin embargo, en ausencia del magnesio 
ne se encentrô actividad enzimâtica alguna.
Finalmente, estudiames la cantidad total de DNA unide 
y de DNA que ha penetrade en el interior de las cêlulas en dis­
tintas cendicienes. En el Cuadre VIII se observa que el EDTA 
siempre inhibîa la cantidad de DNA unide, cemparado cen les ni­
velés ebtenides en medie GMl sin magnesio, le cual indica que 
el EDTA altera la capacidad de las cêlulas para unir DNA exôgene. 
Per etra parte, en ausencia de magnesio, apreximadamente el 95% 
del DNA aseciade a las cêlulas era eliminade per un tratamiente 
cen DNasa I, y ademâs esta accesibilidad es independiente del 
tiempe de contacte entre la cêlula y el DNA. Estas ebservacienes 
demuestran que, en estas cendicienes, el DNA unide a las cêlulas 
ne puede penetrar en su interior. Sin embargo, el tratamiente 
cen DNasa I de las muestras en las que se realizaba la union de 
DNA en presencia de magnesio, preducia una pêrdida de sole el 
55% de les niveles de union, despuês de 45 minutes de incubaciôn, 
le que demuestra que un 45% de DNA unide se habîa incerperade.
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IV. ESTUDIO DE LA ASOCIACIÔN ENTRE 
DNA HOMOLOGO Y PROTOPLASTOS
Una vez realizado un estudio de las interacciones 
entre DNA y cêlulas compétentes en distintas condiciones ex­
périmentales, quisimos investigar la asociaciôn entre el DNA 
transformante y la membrana plasmâtica, despuês de haber eli- 
minado el obstâculo que supone la presencia de la pared celu- 
lar.
1. Uniôn de DNA a protoplastos
En primer lugar, realizamos las experiencias indica- 
das en el Cuadro IX. Como puede observarse, la adiciôn de EDTA 
a protoplastos 5 minutos antes de anadir el ^H-DNA provocaba 
una inhibiciôn en los niveles de uniôn de DNA que résulté ser 
similar a la inducida por dicho agente quelante en las cêlulas 
(75%) cuando se comparaba con el valor de los contrôles (cêlu­
las en medio GMl con o sin magnesio). Este efecto inhibitorio 
solo se producia en cultives compétentes, ya que los proto­
plastos preparados a partir de cultives no compétentes unian 
la misma cantidad de DNA tante en presencia como en ausencia 
de EDTA. Tambiên en el Cuadro IX aparecen senaladas
to
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unas pruebas de uniôn de ^H-DNÂ a cêlulas compétentes, las 
cuales se convirtieron posteriormente en protoplastos. La 
cantidad de DNA que permanecîa unido en taies condiciones 
a estos protoplastos era del 35%, cuando se realizaba la 
experiencia en presencia de magnesio, y del 50% si este ca- 
tiôn no se hallaba présente en^el medio. Las diferencias 
observadas en los niveles de pêrdida de DNA unido (65% y 50% 
respectivamente) en estas dos experiencias, podrianser expli- 
cadas porque se produce liberaciôn al medio de nucleasas, de- 
pendientes del magnesio, durante el proceso de obtenciôn de 
protoplastos (JOENJE y VENEMA, 1975). La reducciôn de los ni­
veles de DNA unido en presencia de magnesio podrîa haber sido 
incluse mayor si la lisozima no hubiera estado en el medio, 
ya que dicho enzima protege al DNA contra la degradaciôn nu- 
cleolitica (JOENJE y VENEMA, 1975)
Las pruebas de uniôn de ^H-DNA a protoplastos,en 
ausencia de magnesio, mostraban un incremento de los niveles 
de uniôn de DNA si se comparaban con los detectados en cêlu­
las. Elle nos sugiriô que podîa producirse un desenmascaramien- 
to de los receptores del DNA en el proceso de obtenciôn de pro­
toplastos. Las diferencias en la cantidad de DNA unido por los 
protoplastos en ausencia de magnesio (130%) o en presencia de 
este cation (40%) podrian explicarse si existiera alguna acti­
vidad nucleolîtica dependiente del magnesio que permaneciera 
asociada a los protoplastos.
2. Caracteristicas del DNA expuesto a protoplastos
Con el fin de comprobar si existîa alguna nucleasa 
dependiente del magnesio asociada a la membrana de los proto-
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plastos, estudiamos las caracteristicas de sedimentaciôn del 
DNA que habîa estado en contacte con protoplastos en presen­
cia y ausencia de magnesio. En esta experiencia, el H-DNA 
(]yAg/ml) era incubado con los protoplastos a diferentes tiem­
pos (indicados en las figuras 28 y 29). A continuaciôn, se to- 
maban muestras del cultive (0,15 ml) y despuês de una centrifu- 
gaciôn para eliminar los protoplastos, (sedimento), los sobre- 
nadantes eran colocados sobre gradientes de sacarosa, neutres 
(Fig. 28) o alcalines (Fig. 29). Dichos gradientes eran cen- 
trifugados y fraccionados como se describe en los mêtodos.
En la experiencia realizada con gradientes neutres 
(Fig. 28), puede observarse que solo se producîa una ligera 
degradaciôn nucleolîtica bicatenaria, despuês de 30 minutos de 
incubaciôn en presencia de magnesio. Sin embargo, en el gradien- 
te alcaline (Fig. 29) se observaban rotures monocatenarias con 
sôlo 10 minutos de contacte del DNA con los protoplastos, en 
medio GMl con magnesio. El DNA que habîa sido expuesto a los 
protoplastos en ausencia de este catiôn (a cualquier tiempo) 
no sufriô degradaciôn monocatenaria, ya que bandeaba en la po- 
siciôn del control.
De esta forma, nuestros resultados parecian indicar 
la existencia de una actividad endonucleolîtica que requerîa 
magnesio asociada a los protoplastos.
Seguidamente, quisimos comprobar si el DNA expuesto 
a protoplastos en presencia de magnesio sufrîa una pêrdida de 
su actividad biolôgica tanto a nivel de su capacidad de uniôn 
a las cêlulas como de su actividad transformante. En este ex-
196.
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Fig. 28.- Sedimentaciôn en gradientes neutres de sacarosa de
3h DNA expuesto a protoplastos: en presencia de mag­
nesio durante 15 minutos (A) y 30 minutos (• ) y en 
ausencia de magnesio durante 15 minutos (A ) y 30 mi­
nutes (Q) H DNA control (o).
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Fig. 29.- Sedimentaciôn en gradientes alcalines de sacarosa de
H DNA expuesto a protoplastos: en presencia de magne­
sio durante 10 (®) y 15 minutos (o). La flécha indica 
la posiciôn en que bandea el DNA monocatenario control
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perimento, DNA tritiado o frlo.que habîa estado en contacto 
con protoplastos en presencia de magnesio durante 5, 10 y 15 
minutos, era utilizado para realizar pruebas de uniôn y trans- 
formaciôn,respectivamente,de un segundo cultive receptor com­
pétente. Como puede verse en la figura 30 A, el DNA, despuês 
de 15 minutos de exposiciôn a los protoplastos en presencia 
de magnesio, sufrîa una disminuciôn de su capacidad de uniôn 
del 40%. Este efecto era mucho mês acusado cuando se valoraba 
su capacidad transformante la cual quedaba reducida a un 3% 
aproximadamente (Fig. 30B).
3. Accesibilidad a la DNasa I del DNA unido a protoplastos
Finalmente, quisimos comprobar si el ^H-DNA unido 
a protoplastos, en presencia y en ausencia de magnesio, podîa 
ser desplazado con cahtidades sobresaturantes de DNA frîo o 
por tratamiento con DNasa I (Cuadro X ) . Las experiencias de 
incorporaciôn de DNA y de caza fueron realizadas segûn se ha 
indicado en los mêtodos, empleando las concentraciones de DNasa 
y de DNA frio que se indican en el Cuadro X.
El DNA unido a protoplastos en un medio con y sin 
magnesio era eliminado casi totalmente por la DNasa (aproxi­
madamente el 90%) y tambiên el DNA frîo era capaz de cazar 
alrededor del 7 0% del DNA unido, como puede observarse en el 
Cuadro X.
Ambos resultados demuestran que el DNA unido a proto­
plastos no ha penetrado en su interior.
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V . ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE 
• DNA HOMOLOGO Y ESTRUCTURAS MEM- 
BRANOSAS.
Despuês de investigar las interacciones entre DNA y 
membranas celulares in vivo, quisimos estudiar la asociaciôn 
DNA-membrana en dos sistemas in vitro: los complejos pared- 
-membrana y las vesîculas membranosas.
1. Uniôn de DNA a complejos pared-membrana
En primer lugar, queriamos comprobar si los recepto­
res del DNA permanecian unidos a las membranas celulares des­
puês de someter a los cultivos compétentes a una disrupciôn me- 
canica que nos condujo a la obtenciôn de los complejos pared- 
membrana .
En la figura 31 aparecen recogidos los niveles de 
uniôn de DNA a los complejos pared-membrana (procedentes de 
cêlulas compétentes) cuando se empleaban distintas concentra­
ciones de ^H-DNA donador, tanto en ausencia como en presencia 
de magnesio.
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Fig. 31.“ Uniôn de H-DNA a complejos pared-membrana procedente 
de cultivos compétentes de B. subtilis RUB 300, en 
presencia (®) o en ausencia (o) de magnesio. Cada 
punto es la media de dos experimentos.
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Los niveles de uniôn en ausencia de magnesio eran 
superiores a los obtenidos con magnesio y comparables a los 
detectados empleando un nümero équivalente de cêlulas intac- 
tas, lo cual indica que no se han perdido los receptores.
2. Uniôn de DNA a paredes
Una vez establecido que los receptores del DNA per- 
manecen asociados a los complejos pared-membrana, quisimos 
comprobar si las paredes aisladas de cultivos compétentes, 
a partir de los complejos pared-membrana por tratamiento con 
detergente (dodecil sulfato sôdico, 0,2%) durante 10 minutos 
para eliminar los restos de membrana, eran capaces de unir 
DNA exôgeno.
En el cuadro XI aparecen recogidas las pruebas de 
uniôn empleando distintas condiciones expérimentales.
En todos los casos estudiados (en presencia o ausen­
cia de magnesio y de EDTA) los niveles de uniôn detectados 
eran similares a los obtenidos realizando la experiencia a 
0° C (control), lo cual indica que los receptores no estân 
situados en las paredes de las cêlulas compétentes.
Este hecho nos indujo a investigar las interacciones 
existentes entre DNA y vesîculas membranosas.
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3.- Uniôn de DNA a vesîculas membranosas
El estudio de la interacciôn entre DNA y vesîculas 
requerîa en primer lugar establecer las condiciones ôptimas 
para obtener las vesîculas membranosas.
El procedimiento habituai de obtenciôn de vesîculas 
(JOENJE y cols, 1974) incluye un tratamiento con EDTA. Este 
tratamiento se realiza, segûn unos autores (KABACK, 197 0) por­
que évita la presencia de RNA en concentraciones elevadas (25%) 
mientras que, por otra parte, ARCHER (1975) postula que el EDTA 
actuarîa eliminando los restos de pared que pueden quedar como 
contaminantes de las vesîculas. Nosotros quisimos comprobar si 
estas hipôtesis eran ciertas, ya que, segûn hemos mostrado pre- 
viamente, este agente quelante provoca una alteraciôn de los re­
ceptores del DNA y no deseâbamos emplearlo en la obtenciôn de 
las vesîculas, para evitar este efecto. Con este motivo, reali­
zamos una valoraciôn de la cantidad de RNA contenido en vesîcu­
las obtenidas en presencia y en ausencia de EDTA (segûn se ha 
descrito en los mêtodos), comprobando que los niveles de RNA 
présentes en las dos muestras era iguales (aproximadamente el 1%)
Por otra parte, quisimos comprobar la posible presen­
cia de restos de pared en las vesîculas. Con este fîn, tomamos 
muestras de vesîculas obtenidas en presencia y ausencia de EDTA 
y realizamos fotografias con el microscopîo electrônico (Figs.
32 y 33), comprobando que no parecfan existir restos apreciables 
de pared, ni diferencias morfolôgicas apreciables entre una mues- 
tra y otra de vesîculas.
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Fig. 32.- Microfotografîa al microscopic electrônico de
vesîculas membranosas obtenidas en presencia de 
EDTA (X120.800).
207 .
Fig. 33.- Microfotografîa al microscopio electrônico de vesi 
culas membranosas obtenidas en ausencia de EDTA 
(X120.800) .
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Estos hechos nos decidieron a eliminar el tratamien­
to con EDTA del proceso de aislamiento de vesîculas.
Seguidamente, quisimos comprobar si el procedimiento 
para sedimentar los complejos DNA- membrana mediante gradientes 
discontinues de sacarosa era un mêtodo adecuado o si, por el 
contrario, parte del DNA podrîa sedimentar en nuestras condi­
ciones de centrifugaciôn. Con esta finalidad una muestra que 
contenîa l^g/ml de ^H-DNA fue colocada sobre un gradiente 
discontinue de sacarosa (5 y 15%) y, despuês de ser centrifu- 
gado, como se describe en los mêtodos, se fraccionô por la 
parte superior. En la figura 34 aparece la representaciôn 
grâfica de dicho fraccionamiento. Como puede observarse, la 
mayor parte del DNA se encontraba en las fracciones iniciales 
y la concentraciôn de DNA iba disminuyendo segûn nos aproximâ- 
bamos al fonde del tube. Estos resultados indicaban que si el 
DNA no se encuentra asociado a las vesîculas membranosas no 
sedimenta en los gradientes de sacarosa.
A continuaciôn, quisimos encontrar la concentraciôn 
de proteinas idônea para realizar las pruebas de uniôn de DNA 
a las vesîculas. Para elle, déterminâmes la cantidad de DNA 
unido por distintas concentraciones de vesîculas membranosas, 
manteniendo constante la concentraciôn de DNA (l^g/ml) . Como 
puede verse en la figura 35, les niveles de uniôn obtenidos en 
un range de 5 a 5 0 0 ^ g  de proteinas/ml eran similares. Por esta 
razôn, decidimos utilizar un valor intermedio para nuestros si- 
guientes experimentos, eligiendo el de 50^g/ml.
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Fig.- 34.- Patron de sedimentaciôn de una muestra de H-DNA de 
B. subtilis sometido a centrifugaciôn en gradientes 
de sacarosa en las mismas condiciones que las utili- 
zadas para valorar la uniôn de DNA a vesîculas mem­
branosas .
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Fig. 3 5.- Efecto de diferentes cantidades de vesîculas membra­
nosas en la formaciôn de los complejos DNA-membrana 
Cada punto es lamedia de dos experimentos.
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A continuaciôn, realizamos pruebas de uniôn de DNA 
a vesîculas, en presencia y ausencia de magnesio, empleando 
distintas concentraciones de DNA.
Los niveles de uniôn en ausencia de magnesio eran 
superiores que los obtenidos con magnesio. En los dos casos, 
se observaban dos niveles de saturaciôn que podîan correspon- 
der a dos tipos de receptores con distinta afinidad por el 
DNA (Fig. 36). Tambiên realizamos esta experiencia en presen­
cia de EDTA y, como puede verse en la figura 36, los niveles 
detectados eran similares a los obtenidos en presencia de mag­
nesio, aunque el primer nivel de saturaciôn aparecia desplaza­
do. Cuando las pruebas de uniôn de DNA se realizaban empleando 
vesîculas procedentes de cultivos no compétentes, (Fig. 36) 
los niveles observados no eran significatives.
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Fig. 36.- Efecto de diferentes cantidades de DNA en la forma­
ciôn de los complejos DNA-membrana. (•,o) =ves.iculas 
preparadas en ausencia de EDTA y union efectuada en 
ausencia (•) o en presencia de magnesio (o). (^ ) ve­
sîculas aisladas en tampon conteniendo EDTA (15 mM) y 
uniôn ensayada en presencia de EDTA (15 mM) (A ) ve­
sîculas aisladas a partir de cultive no compétentes. 
La recta représenta una respuesta de primer orden con 
una pendiente de 45°. Cada punto es la media de très 
experimentos.
VI . INTERACCION ENTRE DNAs 
HOMOLOGOS Y HETEROLOGOS 
Y LA PERIFERIA CELULAR
Los estudios descritos en los capitules anteriores 
nos habîan permitido conocer algunas de las caracteristicas 
de la interacciôn entre DNA homôlogo y estructuras membrano­
sas en el sistema de B . subtilis tanto in vivo como in vitro.
Seguidamente, quisimos realizar un estudio compara­
tive de las interacciones entre DNAs homôlogo y heterôlogos 
con los receptores de DNA en cêlulas, protoplastos y vesîculas 
membranosas.
1. Estudio de la capacidad de uniôn e incorporaciôn de DNAs 
de distintos orîgenes en cêlulas.
En primer lugar, valoramos el efecto de distintas 
concentraciones de ^H-DNA de B. subtilis en la uniôn y pene- 
traciôn de dicho DNA en cêlulas compétentes, asî como la uniôn 
del DNA homôlogo en cêlulas no compétentes.
214.
Como puede observarse en la figura 37 los niveles de 
uniôn alcanzados en cêlulas compétentes eran superiores, en un 
orden de magnitud, a los detectados en cultives no compétentes. 
Ademâs, solo aproximadamente el 20% del DNA unido a las células 
compétentes puede penetrar en el interior de estas. Tambiën de 
esta figura puede concluirse que aparece un nivel de saturaciôn 
en la cantidad de DNA unido para una concentraciôn de DNA de 
g/ml, aproximadamente.
Seguidamente, analizamos los niveles de uniôn a cé­
lulas compétentes y no compétentes de DNA procedente de dos
bacteriôfagos de E. coli: T*4 y T 4 .
En la figura 38, puede comprobarse que la curva de
uniôn de T*4 a cêlulas compétentes présenta un nivel de satu-
raciôn para una concentraciôn de DNA de unos 2^g/ml. La dife- 
rencia entre la cantidad de DNA unido por cêlulas compétentes 
y no compétentes es significative, lo cual indica que la uniôn 
de este DNA a células compétentes es especîfica. Ademâs, la 
prueba de incorporaciôn parece indicar que la mayor parte del 
DNA unido a las cêlulas compétentes ha penetrado en el interior 
de ellah.
En la figura 3 9 puede verse la curva de uniôn de DNA 
del fago T4 a cêlulas compétentes, apareciendo la saturaciôn 
alrededor de Vy^g/ml de DNA. Aparentemente, todo el DNA unido 
a células compétentes parecia haber penetrado en su interior.
La uniôn de ^H-DNA de T4 a células no compétentes puede ser 
considerada como residual.
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Fig. 37.- Union e incorporaciôn de H-DNA de B. subtilis a 
cultives de B. subtilis RUB 300. (•) = union a
celulas compétentes; (o) = penetracion en células 
compétentes y (A ) = uniôn a células no compétentes
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Fig. 38.- Union e incorporaciôn de H-DNA de T*4 a cultives 
de B. subtilis RUB 300. (•) = union a células com­
pétentes; (o) = penetracion en celulas compétentes 
y (A ) = uniôn a células no compétentes. Cada punto 
es la media de très expérimentes.
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Fig. 39.- Uniôn e incorporaciôn de H-DNA de T4 a cultives de
B. subtilis RUE 300 («) = uniôn a células compétentes; 
(o) = penetraciôn en células compétentes; (4) = uniôn 
a células no compétentes. Cada punto es la media de 
très expérimentes.
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Las pruebas de incorporaciôn del DNA de los fagos
T4 y T*4 parecian indicar que casi todo el DNA unido a cé­
lulas compétentes era unido irreversiblemente por ellas.
Sin embargo, ha sido descrito previamente (SOLTYK y cols.
1975) que los DNAs de los fagos T-pares son poco sensibles 
al tratamiento con DNasa pancreatica. Con el fin de comprobar
el grado de sensibilidad del DNA homôlogo y de los dos DNAs
heterôlogos al tratamiento con DNasa I, incubamos 1/u-g de los
3distintos H-DNAs con 1000 unidades de DNasa I, durante los 
tiempos indicados en el Cuadro XII. Después de estes périodes 
de incubaciôn, se precipitaron las muestras con acide triclo- 
roacêtico al 10% y seroalbûmina bovina (0,02%) y después de 
mas de 30 minutes en frie, se centrifugaron y se midiô la ra- 
dioactividad de los sobrenadantes. En el Cuadro XII puede ob­
servarse que, en los primeros 3 0 minutes de contacte, la de- 
gradaciôn del DNA de B. subtilis era superior a la detectada 
con DNA de T*4, mientras que la mener sensibilidad a la degra- 
daciôn enzimâtica se observaba con el DNA de T4. Después de 75 
minutes de tratamiento con DNasa I, la degradaciôn de los DNAs 
de B . subtilis y de T*4 es similar y superior en 3 veces a la 
detectada con DNA de T 4 .
Seguidamente, comparâmes el efecto provocado por tra­
tamiento con DNasa I o con DNA frio sobre muestras de cultives 
compétentes que habian sido preincubadas con DNAs de diferentes 
origenes. En esta experiencia se ahadia ^H-DNA homôlogo (de 
B. subtilis) o heterôlogos (de T4 y T*4) (lybg/ml) a 1 ml de 
cultive y, después de 20 minutes de incubaciôn, se adicionaba 
DNA frio (de B .subtilis, T4 y T*4, respectivamente) o DNasa,
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a las concentraciones indicadas en el Cuadro XIII. Después, se 
proseguia la incubaciôn durante 10 minutes mas y se media la 
radioactividad asociada a las cêlulas.
Como puede comprobarse el tratamiento con DNasa es 
22 veces mâs efectivo que la caza con DNA frio en la prueba
3
realizada con H-DNA de B. subtilis. En el case del DNA de 
T*4, el tratamiento con DNasa I es unas 3 veces mâs eficiente 
que la caza y, finalmente, el DNA del fago T4 es mucho mâs 
desplazado por el tratamiento con DNA frio que por el enzima 
DNasa I (Cuadro XIII). Estos hechos parecen indicar que la 
mayor parte del DNA del fago T4 unido a las células 
compétentes no se encuentra en el interior de dichas células, 
como parecian indicar las pruebas de incorporaciôn de DNA, 
sino que el método de ensayo no era el adecuado para valorar 
la penetraciôn en el caso de este DNA fâgico que es poco 
sensible a la DNasa pancreatica.
A continuaciôn, realizamos unas experiencias de com- 
peticiôn en transformaciôn (como se ha descrito en los métodos), 
ya que queriamos comprobar si DNAs de distintos origenes (bac- 
terianos y fâgicos) eran capaces de disminuir los niveles de 
transformaciôn normales detectados con el DNA homôlogo cuyos 
valores consideramos como 100%. En la figura 40 puede observar­
se que tanto los DNAs bacterianos como los fâgicos (excepto el 
DNA del fago T4) eran capaces de inhibir la transformaciôn en 
mâs de un 90% a unas concentraciones de 1^ ig/ml. Empleando 
concentraciones aün inferiores, se detectaba un gran desplaza- 
miento. Sin embargo, el DNA del fago T4 utilizado a una concen­
traciôn de 10y/g/ml, sôlo conseguîa disminuir los niveles de
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Fig. 40.- Competiciôn de DNAs en transformaciôn. A muestras de 
un cultive compétente de B. subtilis RUB 30 0 se ana- 
diô 0,25 /^g/ml de DNA homôlogo y cantidades crecien- 
tes de DNA de: B. subtilis RUB 305 (•); M. lysodeikti- 
eus ( □) ; SPPl ( A  ) ; T4 ( A  ) y T*4 (o) , realizando 
el expérimente como se describe en los Métodos.
223
transformabilidad en un 20%.
Finalmente, estudiamos las competiciones entre dif­
férentes DNAs en la capacidad de uniôn a los receptores es- 
pecîficos para DNA présentes en la membrana plasmâtica de 
células compétentes.
En las figuras 41, 42 y 43 aparecen recogidas estas 
competiciones. Cuando empleâbamos como DNA marcado el DNA de 
B. subtilis (Fig. 41), comprobamos que tanto el DNA homôlogo 
como los DNAs de M. lysodeikticus, SPPl y T*4 eran capaces de
competir con el DNA tritiado, mientras que el DNA de T4 no era
capaz de desplazar al DNA de B. subtilis. En la figura 42, apa­
recen las competiciones realizadas empleando ^H-DNA del fago 
T*4. En este caso, el DNA frfc del fago T4 tampoco era capaz 
de competir con el DNA marcado, mientras que el resto de los 
DNAs competidores empleados si lo desplazaban. Sin embargo, 
cuando el DNA marcado procedîa del fago T4 (Fig. 42) era des­
plazado por cualquiera de los DNAs competidores utilizados.
2. Estudio de la uniôn de DNAs de diferentes origenes a proto- 
plastos
La uniôn de ^H-DNA de B . subtilis a protoplastos pro- 
cedentes de cêlulas compétentes y no compétentes, empleando dis­
tintas concentraciones de DNA aparece recogida en la figura 44, 
Como puede verse en dicha figura, la uniôn a protoplastos ais- 
lados de cultives compétentes es especîfica y présenta dos ni­
veles de saturaciôn con 0,6 y 7/xg/ml de DNA respectivamente.
r
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Fig. 41.-Competiciôn de DNAs en uniôn de H-DNA de B. subtilis 
a células compétentes. Los DNAs competidores se ais- 
laron de: (*)=B. subtilis RUB 305; (A )= M. lysodeik-
ticus; (D ) =  SPPl; ( A. ) = T4 ; (o) = T*4. Cada punto es
la media de, al menos, cinco experimentos.
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Fig. 42.- Competiciôn de DNAs en uniôn de H-DNA del fago T 4 a células compétentes. Los DNAs competidores se ars- 
laron de: (•)= B. subtilis RUB 305; (A)= M. ly.sod^;
ticus; (a ) =  SPPl; ( A ) = T 4  y (o)= T*4. Cada punto es 
la media de, al menos, cinco experimentos.
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Fig. 43.- Competiciôn de DNAs en uniôn de H-DNA del fago T4
a células compétentes, Los DNAs competidores se ais- 
laron de: (•)= B. subtilis RUB 305; {A )= M. lysodeik­
ticus; ( a  )= SPPl; (A )= T4 y (o)= T*4. Cada punto 
es la media de, al meHos, cinco experimentos.
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Fig. 44.- Uniôn de ^H-DNA de B. subtilis a protoplastos aisla 
dos de un cultive compétente (•) y no compétente (o) 
cada punto es la media de très experimentos.
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Seguidamente, estudiamos la misma prueba de uniôn 
utilizando ^H-DNA del fago T*4, comprobando que los proto­
plastos preparados de células compétentes unian mayor can­
tidad de DNA que los protoplastos de cultives no compétentes. • 
Ademâs, sôlo se producia un nivel de saturaciôn para una con­
centraciôn de DNA de unos 2 g/ml (Fig. 45) .
3
La uniôn de H-DNA del fago T4 a protoplastos compé­
tentes era tambiën especîfica, mostrando un sôlo nivel de sa­
turaciôn para de DNA, aproximadamente (Fig. 46).
En una etapa posterior, realizamos experiencias de 
competiciôn en la capacidad de uniôn a protoplastos empleando 
distintos DNAs.
3
En la figura 47 se observa que el H-DNA de B. subti­
lis era desplazado con una eficiencia similar por todos los 
DNAs empleados, incluso cuando el DNA competidor procedîa del 
fago T 4 , a diferencia de lo observado en cêlulas, produciéndose 
unos niveles de inhibiciôn entre el 7 0 y el 90% (empleando con­
centraciones de DNAs competidores de g/ml) .
El ^H-DNA del fago T*4 era desplazado en un 80% por 
el DNA de T4 ; aproximadamente del 60-50% con 5 ^  g/ml de DNAs 
procedentes de M. lysodeikticus, SPPl y T*4 y sôlo un 20% cuan­
do se empleaba DNA de B. subtilis (Fig. 48).
Cuando el ^H-DNA empleado procedîa del fago T 4 , los 
niveles de desplazamiento obtenidos, empleando 5y*g/ml de DNA 
competidor, eran del 75% con DNA de T 4 , entre el 55 y el 45%
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Fig. 45.- Uniôn de H-DNA del fago T*4 a protoplastos aislados 
de cultivos compétentes (•) y no compétentes (o). 
Cada punto es la media de très experimentos.
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Fig. 46.“ Uniôn de H-DNA de T4 a protoplastos procedentes de 
cultivos compétentes (•) y no compétentes (o). Cada 
punto es la media de très experimentos.
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Fig. 47.- Competiciôn de DNAs en uniôn de H-DNA de B. subtilis 
a protoplastos aislados de cultivos compétentes. Los 
DNAs competidores procedian de: (•)= B. subtilis; (A )
= M. lysodeikticus, ( D  ) = SPPl; ( Ak ) = T4 ; (o)= T*4.
Cada punto es la media de, al menos, cinco experimentos
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Fig. 48.- Competicion de DNAs en uniôn de H-DNA de T*4 a 
protoplastos aislados de cultivos compétentes.
Los DNAs competidores procedian de: (#)= B. subti-
lis RUB 305; (A )= M. lysodeikticus; ( CJ ) = SPPl;
(^ )= t 4 y (o)= T*4. Cada punto es la media de, al 
menos,cindo experimentos.
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con DNAs de T*4, M. lysodeickticus y SPPl y sôlo del 22% con 
DNA de B. subtilis (Fig. 49) .
3. Estudio de la uniôn de diverses DNAs a veslculas membranosas
Una vez estudiadas las interacciones entre DNAs y pro­
toplastos, quisimos comprobar si los DNAs de los fagos T*4 y T4 
eran capaces de unirse a los receptores présentes en las vesî- 
culas membranosas.
En las figuras 5U y 51 pueden observarse que las curvas de 
uniôn a las veslculas con los DNAs de los fagos T4 y T*4 pre- 
sentaban un sôlo nivel de saturaciôn para unas concentraciones 
de DNA de 0 , 6 g/ml y g/ml, respectivamente.
En ûltimo lugar, quisimos estudiar el efecto compe-
o
tidor de diverses DNAs en la capacidad de uniôn de H-DNA de 
B. subtilis, T*4 y T4 a veslculas membranosas como ya hablamos 
investigado previamente en células y protoplastos.
Las competiciones indicadas aparecen recogidas en 
las figuras 52,53 y 54. En la figura 52 se observa que el 
DNA de B. subtilis era desplazado por todos los DNAs empleados
o
El H-DNA de T*4 era poco desplazado por el DNA de B. subtilis, 
algo mâs por el DNA de SPPl y en mâs de un 70% por los DNAs 
restantes (Fig. 53) . En el caso del ^H-DNA de T4,era desplazado 
por el DNA de B. subtilis en sôlo un 14% y los demâs DNAs pro- 
ducian una inhibiciôn de los niveles de uniôn entre el 40 y el 
70% (Fig. 54) .
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Fig. 4 9.“ Competiciôn de DNAs en uniôn de H-DNA de T4 a pro­
toplastos aislados de cultivos compétentes. Los DNAs 
competidores procedian de: (•)= B. subtilis RUB 305;
(A ) =  M. lysodeikticus, (P ) =  SPPl, (A)= T4 y (o) = 
T*4. Cada punto es la media de, al menos, cinco expe­
rimentos.
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Fig. 50.~ Union de H-DNA aislado del fago t 4 a veslculas membra 
nosas procedentes de cultivos compétentes.
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Fig, 51.- Union de H-DNA aislado del fago T*4 a veslculas 
membranosas procedentes de cultivos compétentes.
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Fig. 52.- Competiciôn de DNAs en uniôn de H-DNA de B. subtilis 
RUB 305 a vesiculas membranosas aisladas de cultivos 
compétentes. Los DNAs competidores procedian de: (•)
= B . subtilis RUB 3 05 ; (A )= M. lysodeikticus; (O ) =
SPPl, (A)= T4 y (o)= T*4. Cada punto es la media de, 
al menos, cinco experimentos.
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Fig. 53.- Competiciôn de DNAs en uniôn de H-DNA del fago 
T*4 a vesiculas membranosas aisladas de cultivos 
compétentes. Los DNAs competidores procedian de: 
(•)= B. subtilis RUB 305; (A )= M. lysodeikticus; 
(ü ) =  SPPl; (à)=  T4 y (o)= T*4. Cada punto es la 
media de, al menos, cinco experimentos.
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Fig, 54.- Competiciôn de DNAs en union de H-DNA de T4 a ve-
siculas membranosas aisladas de cultives compétentes 
Los DNAs competidores procedîan de: (•)= B. subtilis
RUE 3 05 ; (4 )= M. lysodeikticus; (P )= SPPl; (A ) =
T4 y (o)= T*4. Cada punto es la media de, al menos, 
cinco expérimentes.
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Como puede observarse 1l\ respuesta detectada en las 
competiciones realizadas en sistemas in vitro son similares a 
las obtenidas empleando protoplastos.
VII . DISCUSION
Una vez finalizada la exposiciôn de nuestro trabajo 
experimental, pasaremos a realizar una discusidn detallada de 
los distintos experimentos que hemos llevado a cabo en esta 
Tesis. Con este propôsito, consideraremos separadamente los 
resultados segûn las fases de nuestro protocolo de trabajo,
1. Condiciones dptimas para el desarrollo de la competenc.t a
Ya que existen diverses mêtodos, describes en la li- 
teratura, para lograr que los cultives desarrollen el estado 
de competencia, nuestros primeros esfuerzos estuvieron enca- 
minados a establecer el método idôneo para nuestras condiciones 
expérimentales.
Con este fin hemos estudiado comparativamente tres 
procedimientos clâsicos de puesta en competencia (Figs. 17, 18,
19). El primer método (Fig. 17) présenta el inconveniente de 
ser demasiado lento, mientras que el segundo (Fig. 18) résulta 
ser relativamente poco reproducible.
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El método descrito por YOUNG y WILSON (1972) (Fig, 19), 
produce los niveles de transform.aciôn mâs elevados y reprodu- 
cibles, siendo la duraciôn del mâximo de competencia superior 
a tres horas.
En un paso posterior hemos establecido las condiciones 
expérimentales ôptimas introduciendo modificaciones al método 
de YOUNG y WILSON (1972). De la figura 20 puede concluirse que 
la sustituciôn del medio GM2 por el medio GMl suplementado s6- 
lo con magnesio,después de la dilucién 1/10, no afecta a los 
niveles de transformacién alcanzados por los cultivos. Sin em­
bargo, la eliminaciôn del magnesio del medio de cultive provo- 
ca una fuerte inhibiciôn de la transformabilidad. La sustitu­
ciôn del medio GM2 por el BWC, después de la diluciôn 1/10, no 
résulté en un incremento de los niveles de transformabilidad 
(Fig. 20) aunque la mayor simplicidad de este medio aconsejô 
su use en algunos experimentos.
Seguidamente, hemos comprobado que, en el sistema 
de B. subtilis, el calcio no puede sustituir al magnesio en el 
desarrollo de la competencia y en el proceso de transformacién 
(Fig. 20, Cuadro IV). Estes resultados concuerdan con los obte- 
nidos por BUITENWERF y VENEMA (1977) . Dichos autores observaron 
que el tratamiento de cultivos compétentes con âcido etiléngli- 
col-bis-(aminoetil-éter)-N-N'-tetraacético (EGTA), que es un 
agente que se une preferencialmente al calcio (SCHMID y REILLEY, 
1957), no ténia un efecto inhibitorio sobre la capacidad de in­
corporer DNA exégeno de los cultivos. Asimismo, nosotros hemos 
comprobado que la presencia en el medio de cultive del calcio 
produce un efecto desestabilizador del desarrollo de la compe­
tencia (Fig. 21). Estas observaciones, realizadas en el sistema
243.
de B. subtilis, muestran que el calcio no produce un efecto 
estimulante en el proceso de la transformacién. Sin embargo, 
los resultados de SETO y TOMASZ (1976) en el sistema de
S. pneumoniae, demuestran que el calcio, aunque no puede 
sustituir al magnesio en el desarrollo de la competencia, 
es requerido para el proceso de la transformacién, produ- 
ciendo su presencia una estimulacién en los niveles de unién 
de DNA exégeno. Todos los hechos descritos previamente indi- 
can que el calcio juega un papel importante en la transfor­
macién en el sistema de S. pneumoniae, pero no tiene ninguna 
significacién en el sistema de B. subtilis.
Por otra parte, los iones manganeso cobalto y zinc 
no son requeridos para el desarrollo de la competencia, ni 
pueden reemplazar al magnesio en su consecucién (Cuadro IV).
2. Efecto del EDTA en los procesos de transmisién de informa- 
cién genética.
El estudio del efecto del EDTA sobre la transforma­
cién en el sistema de S . pneumoniae ha sido realizado por SETO 
y TOMASZ (1974) . Dichos autores comprobaron que este compuesto 
produce un aumento de los niveles de unién del DNA a las célu- 
las compétentes, pero inhibe la aparicién de transformantes.
Nuestro estudio del efecto del EDTA sobre los nive­
les de transformabilidad, en el sistema de B. subtilis, nos 
ha mostrado que este agente quelante provoca una inhibicién 
de la transformacién (Cuadro V y Fig. 22). Estos resultados 
coinciden con observaciones previas realizadas por otros
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autores (BUITENWERF y VENEMA, 1977; JOENJE y VENEMA, 1975; 
MORRISON, 1971). Sin embargo, en nuestras condiciones expéri­
mentales, el efecto inhibitorio del EDTA sobre la transfor­
macién, sélo puede ser revertido parcialmente por la adicién 
de magnesio al medio. Cuando la concentracién de EDTA emplea- 
da era de 10 mM se observa una recuperacién del 50% (Cuadro V, 
experimentos 2, 3 y 4), mientras que con una concentracién de 
15 mM, sélo se récupéra menos del 3% de los niveles de trans­
formabilidad (Cuadro V, experimento 5). Estas observaciones 
no coinciden con los resultados de MORRISON (1971) ni con los 
de BUITENWERF y VENEMA (1977), ya que dichos autores logran 
revertir totalmente el efecto del EDTA, mediante la adicién 
de magnesio, alcanzando los niveles de transformacién del con­
trol después de la adicién de dicho cation.
Por otra parte, tampoco logramos revertir el efecto 
del EDTA empleando calcio o manganeso (Cuadro VI) a diferencia 
de lo que ocurre en el sistema de S . pneumoniae donde el calcio, 
pero no el magnesio, élimina la accién inhibitoria del EDTA 
(SETO y TOMASZ, 1976).
Esta primera etapa de nuestros resultados parecf in- 
dicar que el EDTA ademâs de quelar cationes, afecta permanente- 
mente alguna etapa implicada en el proceso de la transformacién, 
ya que su efecto tampoco puede ser revertido por el empleo de 
otros cationes (Cuadro VI).
Por otra parte, se ha descrito que, en el sistema 
de S. pneumoniae, el EDTA estimula la capacidad celular de 
unir DNA exégeno, pero impide la aparicién de DNA asociado
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a las cêlulas en una forma resistente a la DNasa I (SETO y 
TOMASZ, 1974). En el sistema de B . subtilis, JOENJE y VENE­
MA (1975) observaron que el EDTA inhibfa en un 40% los nive­
les de unién del DNA a las cêlulas compétentes. Sin embargo, 
las experiencias posteriores realizadas por BUITENWERF y VE­
NEMA (1977)mostraban que, en presencia de EDTA^se producia un 
incremento de 5 veces en los niveles de unién del DNA,en el 
sistema de B. subtilis,debido a que el efecto quelante del 
EDTA inhibe la actividad nucleolltica dependiente del magnesio 
que degradarîa al DNA donador. Esta aparente discrepancia po- 
dria ser en parte explicada, porque en estos dos trabajos el 
método de desarrollo de la competencia utilizado fue diferen- 
te.
En nuestros experimentos (Cuadros VII, VIII y IX) 
hemos demostrado que el EDTA inhibe en un 76% la unién del 
DNA a las cêlulas compétentes y, ademâs, hemos encontrado que 
mâs del 9 0% del DNA unido a las cêlulas en presencia de este 
agente quelante se encuentra en una forma accesible a la DNasa 
I (Cuadro VIII). Nuestros resultados muestran que el efecto 
inhibitorio del EDTA sobre la capacidad de los cultivos para 
unir DNA exégeno parece ejercerse especificamente sobre las cé- 
lulas compétentes, ya que no hemos observado reduccién de los 
niveles de unién en cultivos no compétentes (Cuadro VII, expe­
rimento 3). Asimismo, hemos detectado resultados inhibitorios 
similares debidos al EDTA en los niveles de unién alcanzados en 
protoplastos (Cuadro IX) y vesiculas membranosas (Fig. 36) pro- 
cedentes de cêlulas compétentes. Ademâs, comprobamos que la 
unién de DNA a protoplastos procédantes de cêlulas no compéten­
tes no era afectada por la presencia de EDTA (Cuadro IX) .
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Estos resultados nos permiten concluir que el EDTA 
no sôlo quela los cationes présentes en el medio sino que, 
ademâs, provoca una alteraciôn irreversible de los receptores 
especificos del DNA que se encuentran présentes en la membrana 
plasmâtica de las cêlulas compétentes. Consecuentemente, a es­
te hecho de alterar los receptores se debe el efecto inhibito­
rio del EDTA sobre los niveles de unién del DNA a la membrana, 
tanto en sistemas in vivo como en sistemas in vitro.
Una vez establecido que el empleo del EDTA no era 
un sistema adecuado para estudiar las primeras etapas de la 
transformacién de B. subtilis, intentâmes poner a punto un 
sistema experimental en el que no se produjera una alteracién 
de los receptores especificos del DNA.
Nuestro método, consistente en la eliminacién del magne 
sio del medio de cultive, résulté ser un buen procedimiento 
para impedir la penetracién del DNA transformante en las célu- 
las compétentes sin producir ninguna modificacién en estas.
La carencia de magnesio durante distintos pério­
des en el proceso de desarrollo de la competencia, produce 
una disminucién en las frecuencias de transformacién del culti­
ve, siendo este efecto mâs acusado cuanto mayor era el tiempo 
de incubacién en ausencia de magnesio (Fig. 23).
No obstante, el efecto inhibitorio sobre la trans­
formacién producido por la ausencia de magnesio es revertido 
por la adicién de dicho catién al medio, recuperândose los 
niveles de transformabilidad normales con sélo 10 minutos de
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contacte con el magnesio (Fig. 24, curva A ) . El hecho de que 
no se observe un aumento en el nûmero de transformantes para 
tiempos de contacte con magnesio prolongados, puede explicar- 
se porque el DNA transformante esté sometido a degradacién 
nucleolîtica producida por enzimas que requieren magnesio. 
Esta recuperacién de los niveles de transformabilidad, como 
consecuencia de la adicién de magnesio, indica que, en ausen­
cia de este catién, las cêlulas son capaces de alcanzar el 
estado de competencia, pero no pueden incorporer el DNA trans­
formante .
Por otra parte, cuando comparamos los niveles de 
recuperacién de la transformacién al ahadir magnesio sélo 
(Curva A) o acompahado de DNA competidor (Curva B), comproba­
mos que la muestra que habia estado 5 minutos en contacte 
con el DNA antes de adicionar el catién y el DNA competidor 
(Curva B) alcanza unos niveles de transformacién ûnicamente 
del 10% comparado con los valores obtenidos cuando se ahade 
al medio sélo magnesio (Curva A ) . Estos resultados demuestran 
que al adicionar dicho catién al medio, las cêlulas tienen 
capacidad de seguir uniendo DNA. Si este no fuera asi, sélo 
las molêculas que se han unido a los receptores en ausencia 
de magnesio podrian penetrar en el interior de las cêlulas 
compétentes, y no tendria ningûn efecto la adicién del DNA 
competidor (Curva B ) . Ya que no hemos observado esta respues­
ta, podemos concluir que se produce una reiniciacién del pro­
ceso de transformacién por las molêculas de DNA libres en el 
medio.
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A medida que el tiempo de contacte con el DNA en 
ausencia de magnesio se prolonge, las diferencias entre las 
curvas A y B disminuyen debido a que, en estas condiciones, 
los receptores se van saturando de DNA segun transcurre el 
tiempo de incubacién sin magnesio. Ademâs, puesto que el tiem­
po total de contacte con el DNA transformante es de 45 minutos, 
las posibilidades de que las cêlulas puedan unir nuevas molê­
culas de DNA (despuês de que la adicién de magnesio les permi- 
tiera incorporar el DNA que tenian previamente adsorbido) se 
van reduciendo con el tiempo, y por tanto el efecto del DNA 
competidor es menos acusado.
Finalmente, las curvas A y B llegan a tener un com- 
portamiénto idéntico cuando el tiempo de contacte de las cê­
lulas con el DNA, en presencia de magnesio, es sélo de 5 mi­
nutos o menos. Este demuestra que cuando ya los receptores 
estân saturados y el tiempo de incubacién en presencia de 
magnesio es muy corto, no hay tiempo para que se vuelva a 
iniciar el proceso de transformacién, de modo que la presen­
cia de DNA competidor ya no ejerce ningûn efecto.
La adicién simultânea de DNAs competidor y transfor­
mante (Fig. 24 Curva C ) , da lugar a unos niveles de transfor­
mabilidad residuales.
Los experimentos recogidos en la figura 24, demues­
tran claramente que la ausencia de magnesio en el medio no 
produce ninguna lesién de los receptores.
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Esta ûltima conclusiôn estâ apoyada por el hecho de 
que la ausencia de magnesio en el medio afecta a la transfor­
mabilidad del cultive, pero no a su capacidad para unir DNA 
exégeno, la cual es independiente de la cantidad de magnesio 
que haya en el medio (Fig. 25) . Asimismo, en ausencia de mag­
nesio el DNA unido a las cêlulas compétentes se encuentra for- 
mando una asociacién de la que puede ser eliminado por trata­
miento con DNasa I (Cuadro VIII), con lo que demostramos que 
el DNA permanece unido normalmente, pero sin penetrar en el 
interior de las cêlulas compétentes.
Por otra parte, el DNA que ha sido expuesto a culti­
vos compétentes en ausencia de magnesio no sufre una pêrdida 
de actividad biolégica (Fig. 26). Esta observacién puede ser 
explicada por el hecho de que, en ausencia de magnesio, no de- 
tectamos actividad exonucleâsica de los cultivos sobre el DNA 
expuesto a ellos (Fig, 27). Nuestros resultados (Cuadro VIII, 
Figs. 26 y 27) indican que los receptores de las cêlulas compé­
tentes, en ausencia de magnesio, pueden unir DNA exégeno y que 
esta capacidad de unién no se altéra con el tiempo, ya que des­
puês de 45 minutos de incubacién las cêlulas unen mayor canti­
dad de DNA en ausencia que en presencia de magnesio (Cuadro 
VIII). Este hecho confirma que la falta de magnesio no produce 
una alteracién de los receptores de las cêlulas compétentes.
Ademâs, JOENJE y VENEMA (1975) demostraron que alguna 
actividad exonucleâsica dependiente del magnesio asociada a las 
cêlulas compétentes debe estar implicada en la conversién del 
DNA unido de una forma reversible a una forma resistente a la 
DNasa I. Este hecho, junto con nuestros resultados, nos permi­
ten concluir que los receptores especificos del DNA y la exo- 
nucleasa, que puede estar implicada en la incorporacién del DNA, 
son dos componentes celulares distintos o un mismo componente
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con dos funciones. Consecuentemente, nuestro procedimiento de 
eliminaciôn del magnesio del medio de cultivo constituye un 
sistema que permite separar la etapa de unién del DNA a los 
receptores de la fase de incorporacién al interior de las cê­
lulas, impidiendo que el DNA exégeno esté sometido a procesa- 
miento enzimâtico.
3. Interaccién entre DNA homélogo y membrana plasmâtica.
La presencia de los receptores especificos del DNA 
en la membrana celular, después de la eliminacién de la pared, 
ha sido un punto muy debatido en distintos sistemas transfor­
mantes. En el sistema de S. pneumoniae, SETO y cols. (1975) han 
concluido que los receptores del DNA implicados en la transfor­
macién se liberan al medio durante el proceso de obtencién de 
protoplastos.
En el sistema de B. subtilis, MILLER y cols. (1972) 
han sugerido que los receptores no permanecen asociados a los 
protoplastos. Sin embargo, dichos autores realizan sélo pruebas 
de incorporacién de DNA exégeno, pero no estudian la capacidad 
de unién de los protoplastos procédantes de cêlulas compétentes 
Por lo tanto, de sus resultados puede concluirse que el DNA 
transformante no pénétra en el interior de los protoplastos, 
pero no se puede excluir la posibilidad de que los receptores 
especificos del DNA estên présentes en los protoplastos.
Nuestrosresultados muestran que los protoplastos 
procédantes de cêlulas compétentes, en un medio que no con- 
tiene magnesio, son capaces de unir mayor cantidad de DNA
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exégeno que las cêlulas utilizadas como contrôles (Cuadro IX).
A la vista de este hecho, podemos concluir que los receptores 
especificos del DNA permanecen asociados a la membrana después 
de la obtencién de los protoplastos. Ademâs,parece existir un 
desenmascaramiento de algunos receptores, que estarian présen­
tes en las cêlulas pero que no serran accesibles al DNA, debi­
do a que la pared constituiria una barrera que impediria la 
unién del DNA a dichos receptores.
Por otra parte, los niveles de unién de DNA a proto­
plastos, en presencia de magnesio, constituyen un 40% compara­
do con los detectados en cêlulas (Cuadro IX), debido a la pre­
sencia de una actividad endonucleolitica que requiere magnesio 
asociada a los protoplastos (Figs. 28 y 29). Esta endonucleasa 
fué detectada por nosotros en gradientes de sacarosa, comproban- 
do que produce roturas monocatenarias en el DNA transformante 
cuando hay magnesio présente en el medio (Fig. 29). Asimismo, 
tienen lugar roturas bicatenarias solamente a tiempos largos 
de incubacién (Fig. 28). Como consecuencia de este ataque en- 
donucleolîtico, se produce una pêrdida de la actividad biolé­
gica del DNA que es expuesto a protoplastos en presencia de 
magnesio (Fig. 30). Dicho DNA sufre una pêrdida de su capaci­
dad de unién a cêlulas compétentes (Fig. 30 A) y tambiên de 
su actividad transformante, siendo êsta mucho mâs acusada (Fig. 
30 B) .
Esta inactivacién del DNA recuerda al fenémeno detec­
tado por HASELTINE y FOX (1971). Dichos autores comprobaron que 
las cêlulas no compétentes, obtenidas por fraccionamiento de un 
cultivo compétente en gradientes de renografina, producian una
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pêrdida de la actividad biolôgica del DNA expuesto a ellas, 
coïncidente con una reduccién del peso molecular de dicho DNA. 
HASELTINE y FOX (1971) postularon que estos hechos eran debi­
dos a la accién de una endonucleasa que degradarîa el DNA trans­
formante. Por otra parte, podemos concluir de nuestros resulta­
dos (Cuadro X) que el DNA unido a protoplastos, tanto en pre­
sencia como en ausencia de magnesio, no es capaz de penetrar 
en el interior de êstos, lo cual concuerda con los resultados 
de MILLER y cols. (1972).
La presencia de los receptores especificos del DNA 
en los complejos pared-membrana ha sido postulada por SETO y 
TOMASZ (197 5 b) en el sistema de S. pneumoniae. Dichos autores 
afirman que los receptores estân présentes en los complejos 
aislados de cêlulas compétentes y no compétentes. Este hecho 
parece indicar que durante el desarrollo de la competencia se 
produce un desenmascaramiento de los receptores que ya estarian 
présentes en las cêlulas no compétentes. Sin embargo, en el sis­
tema de B .subtilis, HAMPTON y ARCHER (197 6) observaron que los 
complejos procedentes de cêlulas compétentes unian mayor canti­
dad de DNA que los aislados a partir de cêlulas no compétentes. 
Consecuentemente, en el desarrollo de la competencia de B. sub­
tilis estarla implicada una slntesis de novo de los receptores, 
mâs que un desenmascaramiento de êstos.
Nuestros estudios de asociacién de DNA transformante 
a complejos pared-membrana aislados de cêlulas compétentes (Fig 
31) concuerdan con los resultados de HAMPTON y ARCHER (1976), 
pero nuestros niveles de unién son mâs elevados, ya que en el 
proceso de obtencién de dichos complejos y en las pruebas de 
unién a ellos no empleamos EDTA, mientras que estos autores si 
lo utilizaban.
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Por otra parte, podemos concluir que los receptores 
no se encuentran situados en la pared celular, puesto que esta 
no une DNA (Cuadro XI), sino que se encuentran situados en la 
membrana, como lo indican los resultados de las pruebas de 
unién de DNA a vesiculas membranosas.
El establecimiento de las condiciones expérimentales 
para realizar la unién de DNA a vesiculas membranosas nos ha 
permitido comprobar que la eliminacién delEDTA del proceso de 
obtencién de vesiculas no provoca alteraciones morfolégicas 
de éstas, ni se observan restes apreciables de pared celular 
(Figs. 32 y 33). Asimismo hemos podido determiner que el DNA 
no unido a las membranes no interfiere con los resultados 
(Fig. 34), y que la cantidad de DNA unido es independiente de 
la concentracién de proteinas utilizadas en un range que varia 
entre 6 y 300 yùug/ml (Fig. 35).
HAMPTON y ARCHER (1976) realizaron experiencias de 
unién de DNA a mesosomas y a membranes citoplâsmicas, conclu- 
yendo que el DNA presentaba mayor afinidad por los mesosomas, 
lo cual indicaria que los receptores se encuentran situados 
en dichas estructuras. Sin embargo, comparando los niveles de 
unién alcanzados por nosotros en vesiculas membranosas con los 
resultados de dichos autores, comprobamos que sus niveles de 
DNA unido son menores, tanto en los mesosomas (2 veces) como 
en las membranas citoplâsmicas (5 veces). Puesto que las vesi­
culas membranosas estân constituidas por fragmentos de membra­
na citoplâsmica y de mesosomas, cabria esperar que los niveles 
de unién detectados en nuestros experimentos fuera n inferiores
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a los obtenidos por HAMPTON y ARCHER (197 6). Esta discrepancia 
puede ser explicada si tenemos en cuenta que dichos autores 
emplean EDTA en sus experimentos, y ya hemos dicho previamente 
que este agente quelante altera los receptores del DNA.
Por otra parte, los resultados previos obtenidos por 
JOENJE y cols. (1975) en experiencias de unién de DNA a vesi­
culas membranosas también indican que los receptores del DNA 
permanecen asociados a dichas estructuras puesto que las ve­
siculas aisladas de cêlulas compétentes,fraccionadas mediante 
el empleo de gradientes de renografina, unen mayor cantidad de 
DNA que las vesiculas procedentes de cêlulas no compétentes 
del mismo cultivo.
Sin embargo, SETO y cols. (1975) consideraban que 
los niveles de unién detectados por JOENJE y cols. (1975) eran 
demasiado bajos y podrian indicar una pêrdida de receptores. 
Dichos autores basaban su afirmacién en calcules teéricos, 
considerando que, en el sistema de B. subtilis, 10^^ équiva­
lentes celulares que producen 0,1 mg de proteinas (vesiculas 
membranosas) deberian unir aproximadamente 1 yig de DNA, cuando 
se empleaba una concentracién de DNA donador de 3yi.g. En nues­
tros experimentos (Fig. 36), hemos encontrado que 0,1 mg de 
proteina corresponden a 4 x 10^ cêlulas, aproximadamente, y 
esta cantidad de vesiculas une 0, 5y4ig de DNA para una concen­
tracién de DNA de 3yug. Por tanto, 10^^ équivalentes celulares 
unirian 1,25^ywg de DNA, lo que estaria de acuerdo con los câl- 
culos teéricos de SETO y cols. (1975). Consecuentemente, pode­
mos concluir que los receptores del DNA no se pierden durante 
el proceso de obtencién de vesiculas membranosas. Asimismo, po-
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demos explicar los bajos niveles de unién detectados por JOENJE 
y cols. (1975) , si tenemos en cuenta que dichos autores emplean 
EDTA en el proceso de obtencién de las vesiculas y en las prue­
bas de unién, lo que provocaria una alteracién de los recepto­
res. Esta hipôtesis esté apoyada por los resultados recogidos 
en la figura 36,ya que las vesiculas obtenidas en presencia de 
EDTA unen mener cantidad de DNA que las obtenidas en ausencia 
de magnesio.
4. Asociacién entre DNAs de distintos origenes y estructuras 
periféricas celulares.
Las pruebas de unién de DNA homélogo a cêlulas (Fig. 
37) indican que sélo existe un tipo de receptores especificos
accesibles al DNA en las cêlulas compétentes. Ademâs, es nece- 
saria una concentracién de lyU-g/ml de DNA para que todos los 
receptores présentes en las cêlulas estên saturados.
Sin embargo, cuando eliminamos la pared bacteriana, 
observâmes que los protoplastos (Fig. 44) y las vesiculas mem­
branosas (Fig. 36), en las pruebas de unién de DNA homélogo, 
presentan dos niveles de saturacién que parecen indicar la 
existencia de dos tipos de receptores con distinta afinidad 
por el DNA.
El primer tipo corresponderia a los receptores que 
se encuentran accesibles al DNA en las cêlulas y el segundo 
tipo (tambiên présente en las cêlulas) estaria enmascarado 
por la pared celular, de modo que el DNA sélo podria interac- 
cionar con ellos, cuando la pared fuera eliminada.
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Por otra parte, cuando en las experiencias de union 
empleamos DNAs procedentes de los fagos de E. coli T*4 y T4 , 
comprobamos que tanto en cêlulas (Figs. 38 y 39) como en pro­
toplastos (Fig. 45 y 46) y en vesiculas membranosas (Figs. 50 
y 51), sélo se detecta un nivel de saturacién. Para explicar 
este hecho podemos pensar en dos hipétesis alternativas: (1)
que dichos DNAs sélo puedan unirse a un tipo de receptor que 
estaria accesible en las cêlulas, o (2) que una vez eliminada 
la pared celular estos DNAs presentaran igual afinidad por los 
dos tipos de receptores y se unieran indistintamente a unos u 
otros, alcanzando un nivel de saturacién ünico cuando no queda- 
ra ningun receptor sin saturar. A favor de esta segunda hipéte­
sis esté el hecho de que los niveles de saturacién de los DNAs 
de T*4 y T4 con protoplastos (Fig. 45 y 46) y vesiculas (Figs. 
50 y 51) fueron superiores a los obtenidos con cêlulas (Figs.
38 y 39).
Los resultados de caza de DNAs unidos a cêlulas com­
pétentes (Cuadro XIII), muestran que el DNA de B. subtilis uni­
do a cêlulas no puede ser desplazado por la adicién de un exce- 
so (20 veces) de DNA homélogo, lo cual indica que la unién del 
DNA a los receptores es estable y no dinâmica, puesto que si el 
DNA se uniera y liberara continuamente al medio, al adicionar 
DNA frio se observaria una disminucién de los niveles de unién. 
En el caso del DNA del fago T*4 se observa un comportamiento 
similar al DNA de B. subtilis en lo que respecta a la caza, pe­
ro la sensibilidad del DNA unido a cêlulas a la DNasa I, es me­
ner (Cuadro XIII). Este hecho, junto con la observacién de la 
baja sensibilidad del DNA de T*4 a la DNasa para tiempos certes 
de incubacién (Cuadro XII), indica que posiblemente no todo el 
DNA que hemos detectado como incorporado a cêlulas (Fig. 38) ha
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penetrado en el interior de las cêlulas receptoras. Con respec­
te al DNA del fago T4 hemos observado un considerable desplaza- 
miento (80% aproximadamente) producido por la adicién de DNA 
frio (Cuadro XIII), que es muy superior al detectado empleando 
DNasa pancreâtica. No obstante, este hecho es debido a la baja 
sensibilidad de dicho DNA al tratamiento con la DNasa I (Cua­
dro XII) .
Por otra parte, cuando realizamos experiencias de com- 
peticién en transformacién (Fig. 40) observâmes que todos los 
DNAs empleados desplazan al DNA de B. subtilis excepte el DNA 
del fago T 4 . Obtuvimos los mismos resultados en las pruebas 
de competicién para la unién (Fig. 41), pero los niveles de in­
hibicién son menores. Las diferencias detectadas en las compe­
ticiones en transformacién y en unién pueden ser explicadas si 
tenemos en cuenta que en el primer caso realizamos las experien­
cias en presencia de magnesio y en el segundo no habia magnesio 
en el medio. Esto indica que en la transformacién los DNAs no 
sélo compiten por los receptores, sino que ademâs lo hacen por 
los sistemas de incorporacién. Estos hechos implican que tanto 
los DNAs homélogos como los heterélogos (excepto el DNA del fago 
T4) se unen al mismo tipo de receptor en cêlulas.
Un fenémeno similar ha sido observado por SOLTYK y 
cols. (1975) utilizando el DNA glucosilado del colifago T6, 
tanto en experimentos de incorporacién como de transformacién.
En cuanto al DNA del fago T4, TOMASZ (1973) encontré, 
que en el sistema de S .pneumoniae, este DNA es capaz de compa­
tir en transformacién con mayor eficacia que el propio DNA ho-
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môlogo. Sin embargo, en el mismo sistema bacteriano, LACKS 
(1977) observé que el DNA de T4 no compite apreciablemente, 
con el DNA del colifago no glucosilado T7 en la unién a los 
receptores. A pesar de ello, LACKS (1977) no considéra conclu- 
yentes taies diferencias.
Resultados similares a los de LACKS (1977) habian 
sido obtenidos previamente por CEGLOWSKI y cols. (1975), en 
el sistema de S. sanguis. Estos autores observaron que dicho 
DNA compite muy poco con el DNA homélogo en experimentos de 
transformacién. CEGLOWSKI y cols. (1975) postulan que la ine- 
ficacia competidora del DNA del fago T4 se deberîa a la glu- 
cosilacién de este DNA que impediria su unién a las cêlulas.
Nuestros resultados demuestran claramente (Fig. 39) 
que, por lo menos en el sistema de B. subtilis, el DNA de T4 
es capaz de unirse a las cêlulas compétentes. Por tanto, es 
necesario buscar otra causa para explicar el comportamiento 
del DNA de este fago en las competiciones con el DNA homélogo. 
Cabria considerar dos posibilidades: (1) podria presentar me-
nor afinidad por los receptores que el DNA de B. subtilis debi­
do a la glucosilacién de dicho DNA o (2) podria unirse a unos 
receptores diferentes con los que no interaccionaran los otros 
DNAs probados. La segunda hipétesis queda descartada puesto 
que el DNA de T4 es desplazado por todos los DNAs incluido el 
de B. subtilis (Fig. 43).
Las competiciones realizadas con H-DNA de T*4 en cê­
lulas (Fig. 42) muestran un comportamiento similar al detectado 
empleando ^H-DNA de B. subtilis lo que nos permite concluir que
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estos microorganismos no discriminan entre los DNAs homélogos 
y heterélogos en cuanto a su capacidad de unién. Los hechos 
descritos previamente indican que todos los DNAs se unirian 
al mismo tipo de receptor, en cêlulas, presentando los DNAs . 
de B. subtilis y T*4 una afinidad similar por dichos recepto­
res.
Sin embargo,cuando realizamos competiciones en la 
capacidad de unién de distintos DNAs a protoplastos, observa- 
mos una modificacién del comportamiento de los DNAs de T4 y
3
B. subtilis, de tal modo que el DNA de T4 desplaza a los H-DNAs 
de B. subtilis y T*4 (Fig. 47 y 48), mientras que el DNA de
3
B. subtilis no consigne desplazar a los H-DNAs de T*4 y T4 
(Figs. 48 y 49). Un comportamiento similar fue detectado en 
las competiciones realizadas en vesiculas membranosas (Figs.
52, 53 y 54).
Este comportamiento diferencial de los DNAs en todos 
los experimentos de competicién (Figs. 41 a 43; 47 a 49 y 52 
a 54), junto con la existencia de dos niveles de saturacién 
con DNA de B. subtilis (Figs. 36 y 44) y de uno con los DNAs 
de los colifagos T4 y T*4 (Figs. 45 y 46; 50 y 51), podrian 
ser explicadas por la hipétesis antes expuesta de la existen­
cia de dos tipos de receptores especificos del DNA en las cê­
lulas compétentes de B. subtilis. Debemos considerar ademâs 
que la glucosilacién del DNA del fago T4 dificulta la accesi- 
bilidad de este DNA a los receptores y que,una vez eliminada 
la pared celular, la afinidad del DNA de T4 parece ser mayor 
que la de los DNAs de B. subtilis y T*4. Asi, podemos estable­
cer la afinidad de los DNAs por los receptores de la siguiente 
manera: para el primer tipo de receptores, cualquier tipo de
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DNA presentaria una afinidad similar; mientras que los DNAs 
heterélogos presentarian mayor afinidad que el DNA homélogo 
por el segundo tipo de receptores.
Como resumen de esta ûltima parte de nuestros expe­
rimentos, en la figura 55 se muestra un modelo que recoge nues­
tras hipétesis acerca de los receptores especificos del DNA, 
asi como los principales resultados que apoyan dichas hipéte­
sis .
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Bsu DNA ^HT*4 DNA ’H T4 DNA
Celulas compétentes
L
AFINIDADES
Protoplastos o vesiculas 
membranosas
BsuDNA*>* T * 4 D N A ^ = *  T 4 D N A * = *
Fig. 55.- Modelo hipotêtico de la existencia de dos tipos de
receptores especificos del DNA en cêlulas compétentes 
de B. subtilis. Las grêficas muestran las cinéticas
de saturacién (—  -----) y la capacidad competidora de
los DNAs de B . subtilis (  ^ T*4
y T4 (-------). Los receptores (•) sôlo serîan accesi­
bles a los DNAs cuando se élimina la pared bacteriana 
(zona rayada), mientras que los receptores(A ) esta- 
. rian accesibles a los DNAs en todos los casos.
VIII.RESUMEN Y CONCLUSIONES
Despuês de considerar los resultados descritos en 
esta Memoria, pasaremos a resumir nuestras principales apor- 
taciones en el campo de la transformacién bacteriana:
a) Se ha estudiado de un modo cornparativo y se ha con- 
firmado experimentalmente las caracteristicas de tres mêto­
dos diferentes para desarrollar el estado de competencia en 
B. subtilis: los de BOTT y WILSON (1968), JOENJE y VENEMA 
(1975) y YOUNG y WILSON (1972)
b) Después de elegir el método de YOUNG y WILSON para 
nuestro trabajo experimental, hemos introducido modificaciones 
en dicho método para desarrollar la competencia, con el fin de 
alcanzar unas condiciones expérimentales ôptimas.
c) Este método modificado nos ha permitido estudiar la 
influencia de diverses cationes divalentes (magnesio, manga­
neso, cobalto y cinc) en el desarrollo de la competencia.
d) Por otra parte, empleando este método de competencia 
modificado, hemos estudiado el papel de calcio en el desarro-
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llo de la competencia y en el proceso de transformacién.
e) Ademâs, hemos investigado el efecto del EDTA en el 
proceso de la transformacién asi como la posible reversiôn 
de dicho efecto mediante la adicién de magnesio y otros ca­
tiones divalentes, en distintas condiciones expérimentales.
f) Asimismo, hemos estudiado la capacidad para unir DNA 
que presentan las cêlulas, protoplastos y vesiculas membrano­
sas en presencia de EDTA.
g) Tambiên hemos investigado la influencia del magnesio 
en la unién y penetracién del DNA, asi como en la aparicién 
de transformantes en el proceso de transformacién.
h) Seguidamente, hemos estudiado las interacciones entre 
el DNA de B. subtilis y protoplastos aislados de cêlulas com­
pétentes, tanto en presencia como en ausencia de magnesio.
i) Una vez establecidas las interacciones DNA-protoplas- 
tos, hemos investigado las caracteristicas del DNA homélogo 
que ha sido expuesto a dichos protoplastos en un medio suple­
mentado o no con magnesio.
j) Asimismo,hemos estudiado la capacidad para unir DNA 
de los complejos pared-membrana y de las paredes.
k) Por otra parte, hemos establecido las condiciones ex­
périmentales idéneas para la obtencién de vesiculas membrano­
sas y para la unién de DNA a estas estructuras modificando los 
mêtodos de JOENJE y cols. (1974).
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1) Mediante el empleo de vesîculas membranosas, se han 
estudiado las interacciones del DNA de B. subtilis con mem- 
branas citoplâsmicas alsladas de cultives compétentes.
m) Seguidamente, hemos realizado un estudio comparative 
de las interacciones DNA-membrana en células, protoplastos y 
vesîculas membranosas procedentes de cultives compétentes, 
empleando DNA homôlogo y DNAs heterôlogos aislados de les 
fagos de E. coli T4 y T*4.
n) Hemos investigado la capacidad competidora de DNAs de 
distintos orîgenes en el proceso de transformaciôn de B. subti- 
lis.
o) La utilizaciôn de DNAs heterôlogos bacterianos y fâgi-
ces nos ha permitido estudiar la afinidad del DNA de B . sub­
tilis per les receptores especîficos présentes en la membrana.
p) Finalmente, el empleo de este método de competiciôn de 
los DNAs en la capacidad de union a los receptores, nos ha per- 
mitido analizar la afinidad por dichos receptores de los DNAs 
de los fagos T4 y T*4.
A partir de este resumen, y a la vista de los resultados
obtenidos, es posible sacar las siguientes conclusiones en re-
laciôn a la union y expresiôn de DNA transformante en células 
compétentes, asî como a las interacciones DNA-membrana en el 
sistema transformante de B. subtilis:
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1) Hemos comprobado que el método de YOUNG y WILSON (1972) 
para desarrollar la competencia constituye el procedimiento 
mâs adecuado para nuestras necesidades expérimentales.
2) Se han establecido las condiciones ôptimas de este mé­
todo de competencia, sustituyendo el medio GM2 por medio GMl
o BWC después de la dilucién 1/10.
3) Hemos confirmado que el magnesio es requerido para el 
desarrollo de la competencia en el sistema de B. subtilis 
(NOTANT y SETLOW, 1974), mientras que los cationes manganeso, 
cobalto y zinc no presentan un efecto apreciable en dicho pro­
ceso.
4) Hemos demostrado que el calcio tiene un efecto deses- 
tabilizador en el desarrollo de la competencia de B. subtilis.
5) También hemos confirmado, de acuerdo con los resultados 
de BUITENWERF y VENEMA (1977) que el calcio no es requerido
en el proceso de la transformaciôn en el sistema de B. subtilis
6) Concluimos que el EDTA produce una inhibiciôn de la 
transformaciôn, como se habîa descrito previamente, pero este 
efecto no puede ser revertido ni por calcio ni por manganeso. 
Esta inhibiciôn sôlo puede ser revertida en parte por la adi- 
ciôn de magnesio, a diferencia de resultados previos (MORRISON, 
1971) que sugerian una recuperaciôn total de la transformabi- 
lidad.
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7) El EDTA produce una alteraciôn irreversible de los 
receptores especîficos del DNA, présentes en la membrana tanto 
en células como en protoplastos y en vesîculas membranosas y, 
como consecuencia, los niveles de DNA unidos se reducen consi- 
derablemente.
8) La eliminacién del magnesio del medio de cultivo 
produce una inhibiciôn del proceso de la transformaciôn, pe­
ro permite la uniôn del DNA exôgeno a la superficie celular 
en una forma accesible a la DNasa. El efecto inhibitorio de 
la ausencia del magnesio sobre la transformaciôn es revertido 
por la adiciôn de dicho catiôn al medio.
9). El DNA unido en ausencia de magnesio puede, al anadirse 
este catiôn, ser procesado por las células, incorporandose ade- 
mâs el DNA libre en el medio. Consecuentemente, la carencia de 
magnesio no altera los receptores del DNA.
10) Es necesaria la presencia de magnesio para que el 
DNA transformante sufra una degradaciôn exonucleolîtica y 
para que pueda penetrar en el interior de las células. En au­
sencia de este catiôn el DNA conserva totalmente su actividad 
biolôgica.
11) Los receptores del DNA son moléculas diferentes de las
exonucleasas encargadas de su incorporaciôn o bien se trata de
una misma molécula con dos actividades funcionales diferentes.
12) Hemos establecido un sistema experimental, mediante la 
eliminaciôn del magnesio, que nos ha permitido separar la fase 
de uniôn del DNA exôgeno de la penetraciôn.
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13) Los receptores especîficos del DNA no se liberan al 
medio durante el proceso de obtenciôn de protoplastos e inclu- 
so se produce un desenmascaramiento de receptores que estân 
présentes en las células, pero que no son accesibles al DNA 
debido a la presencia de la pared bacteriana.
14) Hemos detectado una actividad endonucleolîtica que 
requiere magnesio en los protoplastos. Dicha actividad enzi- 
mâtica provoca en el DNA transformante una pérdida de activi­
dad biolôgica, debida a la producciôn de roturas principalmen- 
te monocatenarias. Dicha inactivaciôn del DNA es mayor en cuan- 
to a su actividad transformante que en cuanto a su capacidad 
de uniôn.
15) Hemos confirmado que el DNA unido a protoplastos no 
puede penetrar en el interior de éstos.
16) Los complejos pared-membrana obtenidos de células 
compétentes llevan asociados a su membrana los receptores 
del DNA.
17) En las paredes bacterianas procedentes de células com­
pétentes no existen receptores especîficos del DNA.
18) Los receptores especîficos del DNA permanecen unidos 
a la membrana después de la obtenciôn de vesîculas. Nuestros 
niveles de uniôn de DNA a vesîculas membranosas son superiores 
a los detectados por JOENJE y cols. (1975) y coinciden con los 
câlculos teôricos previstos por SETO y cols. (1975).
2G8.
19) Una vez que el DNA de B . subtilis o de T*4 se ha uni­
do a las células no puede ser desplazado por un exceso del mis- 
mo DNA (de B. subtilis o de T*4). Sin embargo, el DNA glucosi- 
lado de T4 es liberado de los receptores por este procedimiento.
20) Hemos comprobado que las células de B. subtilis no dis- 
criminan entre los DNAs homôlogo y heterôlogos en cuanto a su 
capacidad de uniôn.
21) El DNA del colifago T4, en el sistema de B. subtilis , 
se une a las células compétentes. No obstante,la glucosilaciôn 
del DNA de este fago provoca una disminuciôn de la afinidad
de dicho DNA por los receptores en células, pero no afecta su 
afinidad cuando se élimina la pared bacteriana.
22) Los protoplastos y vesîculas membranosas aislados de 
cultives compétentes presentan dos niveles de saturaciôn en su 
capacidad para unir DNA homôlogo y un sôlo nivel para los DNAs 
de los fagos T*4 y T4 , mientras que las células exhiben un 
sôlo nivel de saturaciôn para los très DNAs ensayados.
23) Parecenexistir dos tipos de receptores del DNA en las 
células compétentes. El primer tipo de receptores se encuentra 
accesible en las células y el segundo sôlo puede ser detectado 
en protoplastos y vesîculas.
24) El DNA de B. subtilis tiene mayor afinidad por el pri­
mer tipo de receptores, mientras que los DNAs de los fagos T*4 y 
T4 presentan igual afinidad por los dos tipos de receptores.
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